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ABREVIATURAS
ADN Âcido desoxirribonucleico
ALT Âcido lipoteicoico
ARN Âcido ribonucleico
ATCC Colecciôn americana de cultives tipo [american type culture collection)
BGN Bacilos Gram-negativos
BSA Seroalbûmina bovina
CDC Centro para el control de enfermedades (centers for diseases control)
CECT Colecciôn espanola de cultives tipo
Centre de referencia para cllnica y laboratorio (clinical and laboratory 
standards institute)
CMI Concentraciôn minima inhibitoria
DDSA Anhidrido dodecenil succinico
DIGE Electroforesis diferencial en gel (difference gel electrophoresis)
DMP-30 2,4,6-T ri(dimetilamino-metil)fenol
DO Densidad ôptica
DTT Ditiotreitol
Fmoc Fluorenilmetiloxicarbonil
GPl Glicosilfosfatidilinositol
GS Gramicidina S
GD Gramicidina D
HC Concentracion hemolltica
HMP Proteina modificable por caler (heat modifiable protein)
IL Interleucina
IT indice terapéutico
LB Medio de Luria Bertani
LPG Lipofosfoglicano
LPS Lipopolisacarido
LPV Leucocidina de Panton-Valentine
ME Membrana externa
MH Medio Mueller-Hinton II equilibrado en cationes
Complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility 
complex)
Ml Membrana interna
MNA Anhidrido metil nédico
MTT Bromure de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NO Ôxido nitrico
OMS Organizaciôn Mundial de la Salud
poliacrilamida {polyactylamide gel
Oxp Ôxido de propileno
PA Péptido antibiôtico
PAE Péptido antibiôtico eucariôtico
Electroforesis en gel de 
PAGE electrophoresis)
PBS Tampôn fosfato salino
PPG Proteofosfoglicanos
PXB Polimixina B
PXE Polimixina E / colistina
RMN Resonancia magnética nuclear
ROS Especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)
SAR Relaciôn estructura-actividad (structure activity relationship)
SARM S. aureus resistente a meticilina
SDS Dodecilsulfato sôdico
SFBI Suero fetal bovino inactivado
TBP Tributilfosfina
TFE Trifluoroetanol
TLR Receptor tipo toll (toll like receptor)
TNF-a Factor de necrosis tumoral {tumor-necrosis factor a)
TX-100 Triton X -100
UFC Unidad formadora de colonia
VISA Staphylococcus aureus de resistencia intermedia a vancomicina
VRE Enterococo resistente a vancomicina
VRSA Staphylococcus aureus resistente a vancomicina
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1. in t r o d u c c iô n
1.1. PÉPTIDOS ANTIBIÔTICOS.
El descubrimiento de la penicilina y posterior expansion de su distribuciôn a 
mediados de los anos 40, supuso un gran hito en el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas, que iniciô junto con el desarrollo de nuevas moléculas la denominada 
edad de oro de los antibiôticos. En contraposiciôn, el uso masivo de los mismos 
produjo una importante selecciôn bacteriana y la progresiva apariciôn de resistencias, 
con constante reducciôn del numéro de antibiôticos eficaces disponibles. En los 
ùltimos 40 anos las estrategias de creaciôn de nuevos antimicrobianos se han basado 
en modificaciones estructurales de antibiôticos préexistantes o en terapias de 
combinaciôn de fàrmacos, quedando en un segundo piano la identificaciôn de nuevas 
moléculas (Oyston et al., 2009), reducidas a 4 nuevas familias de antibiôticos, 
esencialmente contra bacterias Gram-positivas (Marr et al., 2006): lipopéptidos (Pirri et 
al., 2009), oxazolidinonas (Vara Prasad, 2007), estreptograminas (Aksoy y Unal, 2008) 
y tigeciclinas, esta ultima activa ademas contra bacilos Gram, negativos (BGN) 
(Bhattacharya et al., 2009). En consecuencia, la alarmante apariciôn de resistencias a 
los antibiôticos clâsicos de las ultimas décadas, détermina que la generaciôn de 
nuevas moléculas microbicidas sea un constante reto en investigaciôn.
Los péptidos antimicrobianos (PAs) activos en membrana representan una nueva 
familia de antibiôticos. Poseen actividad sobre un amplio numéro de microorganismos, 
incluidos bacterias, protozoos, hongos y virus; adicionalmente pueden actuar como 
moduladores del sistema inmune. (Jenssen et al., 2006; Scott y Hancock, 2000). Su 
distribuciôn filogenética es muy amplia; han sido aislados desde microorganismos 
unicelulares, insectos y plantas hasta vertebrados superiores, incluidos mamiferos 
(Hancock y Lehrer, 1998; Jenssen et al., 2006). En los ùltimos 20 anos se han descrito 
airededor de 1500 péptidos antimicrobianos (Wang et al., 2009). A pesar de su 
diversidad de secuencia y estructura secundaria, la mayorla de ellos comparten un 
tamaho entre 12 y 100 aminoâcidos, alto porcentaje de residues catiônicos (carga 
global entre +2 y +9) y un marcado carâcter anfipâtico. Su mecanismo de acciôn se 
basa en el reconocimiento de la composiciôn de fosfolipidos de membrana del 
patôgeno y su posterior permeabilizaciôn. Por la universalidad de la membrana como 
estructura biolôgica, la especificidad de reconocimiento péptido-membrana se basa en 
las diferencias en composiciôn lipidica de la misma, asi como su distribuciôn 
asimétrica; los procariotas y eucariotas inferiores poseen un mayor porcentaje en
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fosfolipidos aniônicos, que estân expuestos al exterior, y por tanto accesibles a la 
interacciôn electrostâtica con el péptido. Por el contrario, las células de eucariotas 
superiores poseen menor porcentaje de fosfolipidos aniônicos y confinados en la cara 
citoplâsmica de la membrana, inaccesibles para su interacciôn con PAs (Jenssen et 
al., 2006). En la tabla 1.1 se compara la composiciôn fosfolipidica de la membrana del 
eritrocito, con la de un eucariota inferior {Leishmania donovani) y dos procariotas, 
representativos de un microorganismo Gram-negativo {Pseudomonas aeruginosa) y un 
Gram-positivo {Staphylococcus aureus).
Tabla 1.1. Composiciôn de fosfolipidos en eritrocitos de mamifero, promastigotes de L. donovani, 
P. aeruginosa y S. aureus
CL - 0.6 11.0 42.0
PG - T razas 21.0 58.0
RE 22.8 37.7 60.0 -
PC 27.1 14.9 - -
PI 1.4 17.9 - -
PS 14.2 9.9 - -
PA 1.4 Trazas - -
Otros 33.1 19.0 - -
CL= Cardiolipina. PG= Fosfatidiiglicerol. PE= Fosfatidiietanolamina. PC= Fosfatidilcolina. Pl= 
Fosfatidilinositol. PS= Fosfatidilserina. PA= Âcido fosfatidico. (Epand et al., 2007; Wassef efa/., 1985).
Conforme a su origen, se diferencian 2 grupos principales péptidos antibiôticos; i) 
de origen procariota, cuyas dianas de acciôn son otros microorganismos, 
generalmente otras bacterias competidoras en el mismo nicho ecolôgico, y ii) de origen 
eucariota o PAEs, présentes en todos los organismos eucariotas superiores y cuya 
funciôn principal es la de defensa frente a la infecciôn por un patôgeno (Hancock y 
Chapple, 1999).
1.1.1. PÉPTIDOS ANTIBIOTICOS DE ORIGEN PROCARIOTA.
Los péptidos antibiôticos de origen procariota son sintetizados tanto por bacterias 
Gram-negativas como por Gram-positivas, y secretados al medio donde ejercen una 
actividad antibiôtica sobre bacterias diferentes a la cepa productora. Pueden ser 
clasificados en dos grupos;
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i) Péptidos codificados por ADN y sintetizados por el ribosoma. El ejemplo mâs 
documentado son las bacteriocinas, de tamano muy variable, desde 19 residues hasta 
masas moleculares superiores a 90KDa; frecuentemente presentan aminoâcidos 
modificados, siendo el mâs frecuente lantionina. Pueden ejercer sus funciones 
bactericidas mediante inhibiciôn de actividades enzimâticas, como la microcina C7 de 
Escherichia coli, la cual inhibe la sintesis de proteinas, la mersacidina de Lactococcus 
que inhibe la sintesis de peptidoglicano o la nisina de Streptococcus lactis que bien 
actûa mediante inhibiciôn de la sintesis de pared por uniôn al lipido II o, a mayor 
concentraciôn, por permeabilizaciôn de membrana plasmâtica (de Kruijff et al., 2008; 
Hancock y Chapple, 1999; Sang y Blecha, 2008).
ii) Péptidos no codificados por ADN y sintetizados extrarribosomalmente. 
Gramicidinas, bacitracina, tirocidina, y polimixinas son algunos ejemplos de péptidos 
pertenecientes a este grupo. Este tipo de péptidos son sintetizados por complejos 
multienzimâticos con funcionalidad para reconocer cada residuo, activarlo, modificarlo 
si procédé, e incorporarlo al polipéptido. Los péptidos finales con frecuencia son ricos 
en residues modificados (hidroxi-, L-, D-, o aminoâcidos poco comunes), que a su vez 
pueden sufrir posteriores modificaciones por N-metilaciôn, acilaciôn o formaciôn de 
anillos heterociclicos (Hancock y Chapple, 1999).
1.1.1.1. Gramicidina S.
El grupo de Dubos aislô y caracterizô la acciôn bactericida de varies polipéptidos 
lineales (gramicidinas A-D) y varies ciclicos (tirocidinas A-C) a partir de cultives de 
Bacillus brevis (Dubos y Hotchkiss, 1941) sôlo una década posterior al descubrimiento 
de la penicilina. Cuatro anos después se aislô la gramicidina S (GS, gramicidina 
soviética), obtenida de cultives de 6. brevis encontrados en suelo ruse (Gause y 
Brazhnikova, 1944), y cuya efectividad fue demostrada sobre bacterias Gram-positivas 
y ciertas Gram-negativas (Izumiya et al., 1979).
La GS es un decapéptido ciclico compuesto por dos pentapéptidos unidos cabeza 
-co la  [ciclo-(Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro)2]. El modelo (Fig. 1.1) propuesto por Hodgkin- 
Oughton en 1957, propone una estructura en lâmina (3 de dos cadenas antiparalelas, 
estabilizada mediante cuatro enlaces de hidrôgeno entre los residues de Leu y Val 
pertenecientes a hebras distintas, unidas por dos giros (3 de tipo IL, donde los residues 
de D-Phe y Pro ocupan las posiciones i+^ e i+2 respectivamente, que contribuyen a 
la estabilizaciôn de la lâmina p (Schmidt et al., 1957).
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Om?
Leu D-Phe‘Val NH2
Pro /+1
i+2
Giro (3 irGiro p ir
1+2
i+^
Va|iD-Phe'
Leu
Lamina p
Figura 1.1. Estructura propuesta para la gramicidina S, los enlaces de hidrôgeno se indican con lineas 
discontinuas.
De acuerdo a su estructura cristalogràfica (Hull et al., 1978), las cadenas latérales 
hidrôfobas de Val y Leu forman una de las caras de la molécula, mientras que las 
hidrôfilas (residues de Orn) constituyen la opuesta de carâcter catiônico.
El pequeno tamano de GS facilita su sintesis e implementaciôn como antibiôtico, 
ayudado por su amplio espectro de acciôn; es activa principalmente sobre bacterias 
Gram-positivas, y sobre ciertas Gram-negativas y hongos patôgenos (Kondejewski et 
al., 1996a; Kondejewski et al., 1996b). Su forma ciclica y la presencia de aminoâcidos 
de configuraciôn D determinan que GS sea muy resistente a la proteolisis, con alta 
estabilidad in vivo. Por otro lado, la inducciôn de resistencias frente a la misma es 
baja. Su mecanismo de acciôn no ha sido completamente elucidado (Jelokhani-Niaraki 
et al., 2008), aunque en su acciôn létal es clara la desestabilizaciôn de la membrana 
celular del patôgeno, causando permeabilizaciôn irreversible (Katsu et al., 1986). 
Desafortunadamente, el Indice terapéutico de GS es bajo, con pobre selectividad entre 
microorganismos y células de mamifero, lo que limita su uso a aplicaciones tôpicas 
(Prenner et al., 1999). Como consecuencia, la mejora de su especificidad ha sido un 
objetivo constante en el desarrollo de nuevos anàlogos. Las estrategias han sido 
multiples, abordando la modificaciôn de su lâmina 3 (Afonin et al., 2003; Kawai et al., 
1991), de los giros 3 (Grotenbreg et al., 2006; Kawai et al., 2005; Lee y Hodges, 2003), 
o incluse, de manera mâs drâstica, el tamano de su ciclo (Jelokhani-Niaraki et al., 
2009), asi como formas diastereoméricas (Lee et al., 2004). En la tabla 1.2 se resumen 
algunas de las estrategias de modificaciôn de GS.
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Tabla 1.2. Ejemplos representativos de estrategias de modificaciôn de GS.
# 0#
Lâmina 3
Sustituciôn Om (2,2') por Lys o Dbu Disminuciôn de actividad biolôgica (Waki et al., 1967)
Acilaciôn de grupos -NHg de Om 
(2,2 ) con diferentes âcidos orgânicos Disminuciôn de actividad microbicida
(Nagamurthi y 
Rambhav, 
1985)
Trimetilaciôn de la cadena lateral de 
Orn (2,2 )
Mantenimiento de actividad 
microbicida
(Kawai et al., 
1991)
Sustituciôn de Val (1,1 ') y Leu (3,3 ) 
por 4F-Phg
Mantenimiento de actividad en 
membranes biolôgicas
(Afonin et al., 
2003)
Sustituciôn de Val (1,1 ') o Leu (3,3 ) 
por Gly 0 por Ala.
Pérdida (Gly) o disminuciôn (Ala) de 
actividad biolôgica.
(Kondo y 
Izumiya, 1967)
Permutaciôn de residues (Val por 
Leu) y (Om por Lys) Variaciôn en su actividad biolôgica
(Ando et al., 
1993)
Aumento del tamano del ciclo por 
adiciôn de D-Lys (6, 6 ) Incremento de actividad microbicida (Tamaki et al., 
2008)
Aumento del tamano del ciclo por 
adiciôn de Leu (2, 2 )
Incremento de actividad microbicida. 
Pérdida de afipaticidad
Giro 3
Sustituciôn de D-Phe por anàlogos de 
Phe.
Mantenimiento de actividad 
microbicida y estructura en lâmina 3
(Yamada et al., 
2006)
Sustituciôn de D-Phe por D-Trp Incremento de toxicidad y reducciôn de actividad microbicida
(Jelokhani- 
Niaraki et al., 
2008)
Sustituciôn de Pro por y-aminoprolina 
con un grupo catiônico adicional.
Desestabilizaciôn de la lâmina 3 y 
reducciôn de actividad microbicida.
(Kawai et al., 
2003; Kawai et 
al., 2005)
Sustituciôn de Pro por D-Pro Desestabilizaciôn de la lâmina 3 y reducciôn de actividad microbicida.
(Sato et al., 
1986)
Inversiôn de secuencia D-Phe-Pro 
por Pro- D-Phe
Desestabilizaciôn de la lâmina 3 y 
reducciôn de actividad microbicida.
(Tamaki et al., 
1985)
Lâmina 3 
Y
Giro 3 
simuitâneas
Sustituciôn Om por Lys y D-Phe por 
D-Tyr (anâlogo GS10) y posterior 
formaciôn de diastereômeros.
Disociaciôn de actividad microbicida 
y hemolltica
(Jelokhani- 
Niaraki et al., 
2000)
Aumento del tamano del ciclo por 
adiciôn de: Lys y D-Tyr (anâlogo 
GS14) y anàlogos del mismo.
Disociaciôn de actividad microbicida 
y hemolltica
(Lee y Hodges, 
2003)
Diastereômeros de GS14 y anàlogos Disociaciôn de actividad microbicida y hemolltica
(Abraham et 
al., 2007)
DAB= Diaminobutirico, 4F-Phg= 4-fluorofenilglicina,
In troducciôn
Gracias a los estudios estructura-actividad (SAR) obtenidos tanto en membranas 
modelo como en sistemas microbiolôgicos, se han determinado los requisitos minimos 
para su actividad biolôgica (Jelokhani-Niaraki et al., 2008; Prenner et al., 1999), 
resumidos en: i) naturaleza catiônica (Katsu et al., 1986; Yamada et al., 2006) ii) 
anfipaticidad, donde los residuos hidrôfilos e hidrôfobos se orientan en caras opuestas 
(Jelokhani-Niaraki et al., 2000; Kondejewski et al., 1999), iii) presencia de lâmina p 
(Abraham et al., 2007; Jelokhani-Niaraki et al., 2000; Yamada et al., 2006), y iv) cierta 
hidrofobicidad global (Jelokhani-Niaraki et al., 2000; Kondejewski et al., 1999), 
conseguida por los residuos hidrofôbicos de la lâmina p mâs D-Phe del giro p, cuya 
aromaticidad es importante para la actividad (Grotenbreg et al., 2006; Grotenbreg et 
al., 2003; Yamada et al., 2006).
1.1.1.2. Polimixinas.
Al igual que la gramicidina S, las polimixinas son un grupo de péptidos ciclicos, 
catiônicos y anfipâticos que poseen actividad antibiôtica frente a un amplio numéro de 
microorganismos. A diferencia de GS, son esencialmente activas frente a Gram- 
negativas (Mogi y Kita, 2009). Fueron descubiertas a finales de los anos cuarenta, y 
son sintetizadas por diversas subespecies de Bacillus polymyxa. Existen cinco tipos 
diferentes de polimixinas (A-E), de las cuales sôlo la polimixina B (PXB) y E (PXE o 
colistina) tienen uso en la prâctica clinica.
Las polimixinas fueron comercializadas en los 50 y 60, pero su uso fue 
abandonado a consecuencia de sus efectos citotôxicos y al desarrollo de nuevos 
antibiôticos de mâs amplio espectro y menos nocivos. Sin embargo, la apariciôn de 
bacterias résistantes a la mayorla de los antibiôticos disponibles, ha causado 
actualmente un resurgimiento de su uso, por su actividad sobre la mayorla de estas 
cepas multirresistentes (Falagas y Kasiakou, 2005; Molina et al., 2009). La polimixina 
B y colistina comparten la presencia de un heptapéptido ciclico con aminoâcidos D, 
unido a un tripéptido, cuyo extremo N-terminal estâ acilado con un âcido graso (Fig. 
1.2). La ûnica diferencia entre ambas es la sustituciôn de D-Phe de PXB por D-Leu en 
la colistina. Dependiendo del tipo de âcido graso présente en la molécula se 
diferencian dos tipos de polimixina B (B1 y B2) y colistina (A y B), présentes en 
proporciones variables en las formulaciones farmacéuticas (Mogi y Kita, 2009).
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^^^L-DAB —  X —  L-Leu
R   L-DAB — L-Thr — L-DAB — L-DAB
L-Thr —  L-DAB—  L-DAB
Figura 1.2. Estructura de polimixina B (X: D-Phe) y colistina (X: D-Leu). DAB: âcido diaminobutirico. R= 
âcido graso: 6-metiloctanoil (PXB1 y colistina) y 6-metilheptanoil (PXB2 y colistina B).
La colistina se comercializa como forma sulfato, muy potente y tôxico, restringido a 
aplicaciones tôpicas y orales, y como metanosulfonato, de menor toxicidad dado que 
actLia como pro-fârmaco, y empleado en administraciôn parenteral y nebulizada. PXB 
comercializada ûnicamente como sulfato es utilizada en Espana exclusivamente para 
aplicaciones tôpicas (Landman et al., 2008; Molina et al., 2009).
Las polimixinas son pràcticamente inactivas frente a microorganismos Gram- 
positivos, pero son altamente activas frente a la mayorla de bacterias Gram-negativas, 
especialmente frente a bacilos BGNs aerobios {Acinetobacter spp., Pseudomonas 
aeruginosa, Kleibsella spp., Enterobacter spp, etc...), incluyendo aislados 
multirresistentes a otros antibiôticos. Sin embargo, Proteus mirabilis y Neisseria 
meningitis poseen resistencia natural a PXB.
Recientemente se ha descrito que cepas multirresistentes de A. baumannii y K. 
pneumoniae, teôricamente sensibles a polimixinas, presentan subpoblaciones con 
resistencia intrinseca e independiente de una exposiciôn previa a dicho antibiôtico, 
probablemente debido a la masificaciôn de su uso. Estas subpoblaciones, muy 
minoritarias, son pràcticamente indétectables por test de diluciones seriadas, pero su 
expansiôn preferencial en presencia de polimixina supone el fracaso terapéutico 
(Owen et al., 2007; Poudyal et al., 2008). Como era esperable, el origen de su 
resistencia radica en la modificaciôn de la membrana externa, su diana terapéutica. 
Por su interés en el présente estudio, se describe someramente el lipopolisacarido, 
como componente principal de la misma (A), asi como su papel en la resistencia a 
polimixinas (B y G).
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A) L ipopolisacarido  bacteriano.
Las bacterias G ram -negativas d isponen de una m em brana adicional a la 
c itop lâsm ica o m em brana interna, denom inada m em brana externa (ME). Es 
extrem adam ente  asim étrica en su com posic iôn lip id ica; m ientras su cara interna estâ 
com puesta por fosfo lip idos, en la externa el lipopolisacarido  (LPS) es su com ponente  
m ayoritario . El LPS, fuertem ente  aniôn ico , posee très regiones d iferenciadas: i) el 
lip ido A, m uy conservado entre  los d ife rentes tipos de bacterias, cuya regiôn 
h idrofôb ica sirve de ancla je  a la ME y tiene un papel esencial en la funciona lidad de la 
m ism a; ii) Nùcleo o regiôn central, es una regiôn o ligosacarld ica  variab le  unida al 
lip ido  A  m ediante m oléculas de âcido 2 -ceto-3-desoxi-D -m ano-2-octu losôn ico (kdo), 
cuyo num éro es variable entre  especies de bacterias; y fina lm ente, iii) la cadena O 
especifica , es una cadena po lisacarld ica  con alta variaciôn en su com posic iôn y en el 
num éro de residuos. (Fig. 1.3) (G utsm ann y Seydel, 2010). La ME actûa com o prim era 
barrera se lectiva a la acciôn de los péptidos antib iôticos, ya que precisan atravesarla  
para a lcanzar la m em brana interna. En consecuencia m odificaciones del LPS son 
factores esencia les en la susceptib ilidad de la bacteria frente a PAs (Rosenfeld y Shai, 
2006).
Cadena O 
especifica
NucleoLipido A
*Monosacârido 
♦  Fosfato
Heptosa
Etanolamina
Glucosamina
O  kdo
Figura 1.3. Representaciôn esquem âtica del LPS bacteriano de Salmonella enterica. M odificado de 
Gutsm ann M y Seydel U. (2010)
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B) Mecanismos de resistencia a polimixinas.
El carâcter catiônico y anfipâtico de las polimixinas détermina su mecanismo de 
acciôn. Las polimixinas desplazan los cationes divalentes, esencialmente Mg^^, que 
entrecruzan las moléculas de LPS vecinas, desestabilizando la ME con 
permeabilizaciôn de la misma (Kwa et al., 2008). La etapa final de su mecanismo de 
acciôn létal no es bien conocida; aunque puede interaccionar con los fosfolipidos 
aniônicos de la membrana interna e incluse permeabilizarla, gracias a su carâcter 
catiônico y anfipâtico, lo hace a concentraciones muy superiores a la létal 
(Daugelavicius et al., 2000). PXB induce estrés osmôtico en Escherichia coli, se situa 
entre las caras periplâsmicas de la Ml y ME, promoviendo intercambio de fosfolipidos 
aniônicos entre ambas, alterando su simetria y provocando cambios metabôlicos que 
conducen a la estasis bacteriana (Liechty et al., 2000; Oh et al., 2000).
Las resistencias a las polimixinas se pueden agrupar bajo cuatro grandes 
epigrafes: i) modificaciones especificas de! LPS, en general con disminuciôn de su 
carâcter aniônico, mediante esterificaciôn de los grupos fosfatos del lipido A o de la 
regiôn central con etanolamina (EtN) o 4-amino-L-arabinosa (Ara4N) (véase fig. 1.3). 
En este tipo de modificaciones esta mediada por los sistemas de dos componentes 
bacterianos, descritos en detalle en el siguiente apartado; ii) presencia de capsula 
polisacaridica que impide o dificulta el acceso del PA a las membranas bacterianas;
iii) activaciôn de bombas de expulsion de amplio espectro, y iv) presencia de 
porinas que modulan la permeabilidad y arquitectura de ME, resumidos sucintamente 
en la tabla I. 3.
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Tabla I. 3. Ejemplos representativos de resistencia a PXs en bacterias.
ii» • 11* ii<p« ^
' -* I
m m
'WKS.,, r "M 1
Neisseria
meningitidis N /C
Capsula externa Operôn cps Klebsiella
pneumoniae l / c
(Spinosa et al., 
2007)
(Campos et al., 
2004)
Modificaciôn
LPS
RppAB Proteus mirabilis N /C
PhoPQ / PmrAB
Salmonella
enterica
serovar
Typhimurium
l / L
Incorporaciôn 
de Ara4N
PhoPQ / PmrAB
Escherichia coli l / c
Wzc/ EtK
PhoPQ / PmrAB Pseudomonas
aeruginosa l / c
PhoPQ / PmrAB Yersinia pestls l / L
LptA
Neisseria
meningitidis N IC
Incorporaciôn 
de EtN
PhoPQ / PmrAB
Salmonella
enterica
serovar
Typhimurium
l / L
PmrAB
Acinetobacter
baumannii l / C y L
Deacilaciôn / 
Palmitoilaciôn
Pag L Salmonellaenterica I / L
Pag P
160
(Wang ef al., 
2008b)
30
(Gunn, 2008; 
Sun et al., 2009)
10
(Breazeale et 
al., 2005; Moon 
y Gottesman, 
2009)
(Lacour et al., 
2008)
16
(Barrow y Kwon, 
2009)
100
(Felek et al.. 
2009)
256
(Tzeng et al., 
2005)
30
(Gunn, 2008; 
Sun et al., 2009)
128
(Adams et al., 
2009)
(Kawasaki et al. 
2007)
Qmp A
Klebsiella
pneumoniae l / c
Qmp U Vibrio cholerae l / L
Porinas / Bombas de 
expulsiôn / Proteinas de ME
Proteina ME H1
OprH
Pseudomonas
aeruginosa l / L
PorB
Mtr
Neisseria
meningitidis N IC
2.5
(LIobet et al., 
2009; LIobet et 
al., 2008)
100
(Mathur et al., 
2007a; Mathur y 
Waldor, 2004)
(Moore et al., 
1984)
(Macfarlane et 
al., 1999)
256
(Tzeng et al., 
2005)
Ara4N =4-amino-4-deoxi-L-arabininosa. pEtN=Fosfoetanolamina. Tipo de resitencia; 1= Inducida, N= Natural. 
Aislamiento; C= Clinico, L= Laboratorio. *FR= Factor de resistencia.
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C) S istem as de dos com ponentes.
Los sistem as de dos com ponentes se componen de una histidina quinasa (HK) 
unida a la Ml y de un regulador de respuesta (RR) citoplâsm ico (Gao y Stock, 2009; 
M ascher e t al., 2006). La HK norm alm ente posee un dom ino externo (localizado en el 
espacio perip lâsm ico de las bacterias Gram -negativas) que actûa como sensor del 
medio. La detecciôn de una senal (cambio de pH, variaciôn de la concentraciôn de 
Ca^^ o Mg^^, péptidos antib iôticos) provoca un cambio conform acional del dom inio 
intracelu lar y autofosforilaciôn de una histidina de la HK, este grupo fosfato es 
transferido a un aspartico de la regiôn N-term inal del RR, activàndole para su uniôn a 
la regiôn prom otora de genes reguladores. Los sistemas de dos com ponentes 
im plicados en la resistencia a polim ixina son PhoP-PhoQ (PhoPQ) y Pm rA-Pm rB 
(PmrAB). D ichos sistem as se activan in vitro mediante pH âcido o en presencia de 
determ inados péptidos antim icrobianos, y se reprime con concentraciones m ilim olares 
de Ca^^ o Mg^^. En algunas bacterias como Saim oneiia spp. ambos sistem as 
interaccionan a través de una prote ina denom inada PmrD, donde PmrAB puede ser 
activado por un estim ulo directam ente, o indirectamente por PhoPQ (Bader et ai., 
2003; Gunn, 2008). La figura I. 4 esquem atiza el mecanism o de activaciôn e 
interacciôn de estos sistem as de dos componentes.
Fagosoma del macrôfago,
I  Mg '^", péptidos antimicrobianos,! pH
PhoQ PmrB
m rA -
Genes;
pagP, pagL, IpxO
pmrD
t
Genes:
pmrC, cptA, pmrE, 
pmrHFIJKLM, cid
Modificaciôn 
de LPS
Mayor supervivencia
Figura 1.4. Modelo de activaciôn e interacciôn de PhoPQ y PmrAB en Salmonella spp. PmrAB puede ser 
activado directamente, o indirectamente a través de pmrD, La fosforilaciôn de PhoP y PmrA implica un 
aumento de los niveles de transcripciôn de diferentes genes implicados en las distintas m odificaciones del 
LPS. Esquema m odificado de Gunn J.S. (2008).
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1.1.2. PÉPTIDOS ANTIBIOTICOS EUCARIÔTICOS (PAEs).
El origen de los PAEs es multiple, y obedece a su funciôn de defensa inmediata en 
todos los organismos pluricelulares. Como tal, son esenciales en organismos carentes 
o con débil desarrollo de inmunidad antigeno especifica, como plantas (Garcia-Olmedo 
et al., 1998) e invertebrados (Jenssen et al., 2006). Al tratarse de un sistema altamente 
eficaz y econômico en el numéro de genes, comparado con la complejidad de la 
inmunidad antigeno especifica, ha sido mantenido en vertebrados superiores. Desde 
los trabajos iniciales sobre la fagocitina como compuesto microbicida en neutrôfilo, 
posteriormente definida como a-defensinas (Ganz et al., 1985) y de tionina (Garcia- 
Olmedo et al., 1998), primer PAE caracterizado quimicamente, hasta la actualidad, 
mâs de 2000 secuencias han sido descritas. Existen diversas bases de datos 
dedicadas exclusivamente a recoger descripciones de PAEs, que evidencian la 
complejidad de dicho sistema (http://pepbank.mgh.harvard.edu, 
http://www.bbcm.units.it/~tossi/amsdb.html, http://aps.unmc.edu/AP/main).
En vertebrados superiores su funciôn principal es la de servir de primera barrera 
de defensa frente a la infecciôn por un patôgeno, abortândola o retrasando su 
diseminaciôn hasta que se desarrolla la respuesta inmune adaptative, con cuyos 
componentes colaboran (Hancock y Sahl, 2006). Como tal se localizan 
anatômicamente en los sitios iniciales de contacte con el patôgeno: piel, mucosas o 
secreciones, fluides biolôgicos o células fagociticas (Muller et al., 2008). 
Adicionalmente potencian la fagocitosis, promueven el reclutamiento y la acumulaciôn 
de células del sistema inmune en el foco de infecciôn y neutralizan los efectos 
citotôxicos del LPS (Easton et al., 2009; Jenssen et al., 2006), asi como favorecen la 
cicatrizaciôn y angiogénesis de la herida (Steinstraesser et al., 2006). Al contrario de lo 
que sucede con los péptidos de origen procariota, los PAEs apenas sufren 
modificaciones postraduccionales, con la excepciôn de formaciôn de puentes disulfuro 
y la amidaciôn del extremo carboxilo terminal. Su expresiôn puede ser constitutive o 
inducida en respuesta a citoquinas o endotoxinas bacterianas.
1.1.2.1. Clasificaciôn de los PAEs
La primera clasificaciôn de los PAE estaba basada su origen zoolôgico, pero 
debido a la gran diversidad estructural y a la coexistencia dentro de un mismo 
organismo de PAEs homôlogos a grupos taxonômicos muy diferentes se ha adoptado 
una clasificaciôn estructural, iniciada por Boman y ampliada por adiciôn de nuevos 
grupos estructurales (Brogden, 2005; Oyston et al., 2009) en cinco grupos principales:
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a) Péptidos lineales a-helicoidales; Cecropinas, dermaseptinas, melitina, magainina, 
LL-37, e tc ...
b) Péptidos c ic licos con uno o mâs puentes disulfuro; Protegrinas, a y (3-defensinas 
de m am iferos, tioninas, etc...
c) Péptidos ricos en un am inoâcido de baja frecuencia en proteinas; Indolicidina (W), 
histatinas (H), PR39 (P), e tc...
d) Péptidos derivados de la proteolis is de otras prote inas o de otros PAEs; 
Lactoferricina, casocinina I, hem ocidinas, e tc ...
e) Péptidos o iclados por enlace peptid ico; e-defensinas y ciclôtidos.
a)
Figura 1.4. Estructura tridimensional de diferentes PAEs; a) Magainina, péptido a-helicoidal, b) |3- 
defensina-2 humana, péptido ciclado mediante puentes disulfuro, c) Indolicidina, péptido rico en W, d) 
Lactoferricina humana, péptido derivado de la proteolisis de la lactoferrina humana, e) Ciclôtido, péptido 
ciclado por enlace peptidico. Tomado de (Bulet et al., 2004; Craik et al., 2006; Chan et al., 2006).
1.1.2.2. M ecanism o de acciôn de PAEs.
El principal m ecanism o de acciôn de los PAEs se basa en su Interacciôn con la 
m em brana citoplasm âtica del patôgeno, con dano de su estructura y perm eabilizaciôn, 
que puede ocasionar p e r se la muerte del patôgeno, o ser tem poral y reversible, 
term inando por la translocaciôn del PAE para accéder a sus dianas intracelulares. 
Conform e a dicha diferenciaciôn en sus dianas finales los PAEs se clasifican en dos 
grandes grupos;
13
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i) Péptidos cuya acciôn létal se basa exclusivamente en la permeabilizaciôn de 
la membrana plasmâtica. Se basa en una acciôn puramente fisica, por la uniôn 
estequiométrica del péptido a los fosfolipidos aniônicos de la membrana del patôgeno. 
No intervienen sistemas de transporte o bombas iônicas, por lo que los enantiômeros 
sintéticos todo-D son igual de eficaces que el péptido natural. El efecto létal es muy 
rapide, cursando con despolarizaciôn de la membrana plasmâtica y liberaciôn de 
metabolitos intracelulares.
Dentro de la diversidad de secuencias en los PAEs, dos caracteristicas son 
esenciales para su actividad microbicida: i) su carâcter catiônico, necesario para una 
interacciôn especifica con los fosfolipidos aniônicos del patôgeno, y ii) poseer una 
estructura anfipâtica que facilite su inserciôn a la membrana. Dicha anfipaticidad 
puede ser intrinseca al péptido, como ocurre en PAEs con alta restricciôn 
conformacional, o ser inducida tras su contacte con la membrana plasmâtica del 
patôgeno, para aquellos con estructuras flexibles y de conformaciôn no definida en 
medio acuoso. Se han propuesto 5 modèles principales que explican dicho proceso 
(Fig. 1.5) (Chan et al., 2006):
A) Modelo de duelas de barri!. Los monômeros de péptido se disponen 
perpendicularmente al piano de la bicapa lipidica, formando por agregaciôn un pore 
con luz hidrofilica a través de la cual existe flujo de iones y otras moléculas 
hidrosolubles. En este case la afinidad péptido-péptido es mayor que la afinidad 
péptido-fosfolipido, por elle présenta baja especificidad de reconocimiento de 
membrana.
B) Modelo de alfombra. Las moléculas de péptido se disponen de forma paralela a 
la bicapa, actuando como un detergente, por perturbaciôn del empaquetamiento de los 
fosfolipidos, con discontinuidades transitorias implicadas en la salida del contenido 
intracelular. A alta densidad, el péptido unido origina la micelizaciôn de la membrana.
C) Modelo de agujero de gusano, poro toroidal o modelo de dos estados. A baja 
concentraciôn de péptido, éste se acumula en la membrana, expandiendo la cara 
externa de la misma y creando una tensiôn mecânica. Una vez que ésta ha 
alcanzando un valor critico, dicha tensiôn se relaja mediante disposiciôn de parte de 
los monômeros perpendicularmente respecte al piano de la membrana, con 
mantenimiento de la interacciôn con las cabeza s de los fosfolipidos y formaciôn de un 
poro transitorio mixte péptido-fosfolipido de estequiometria variable que facilita el 
trânsito de solutés y flip-flop de lipides. Cuando el poro se desintegra, los monômeros 
del péptido se reparten a ambos lados de la membrana, posibilitando su interacciôn 
con otras dianas intracelulares. Este modelo, que participa de los dos anteriores, es 
quizâ el mâs general y real al proceso de permeabilizaciôn.
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Figura 1.5. Modèles propuestos de permeabilizaciôn de membrana plasmâtica de PAEs. A) Modelo de 
duelas de barril. B) Modelo de tapizado, C) Modelo de agujero de gusano, poro toroidal o modelo de dos 
estados, D) Modelo de electroporaciôn molecular, y E) Modelo de colapso de balsa. Tomado de Chan et 
al., 2006.(Chan et al., 2006).
D) M odelo de electroporaciôn m olecular. Los péptidos catiônicos unidos a la cara 
externa de la m em brana generan una diferencia de potencial eléctrico a través de la 
m isma, que a un valor de 0.2V causa la inserciôn profunda del péptido en la estructura 
de m em brana.
E) M odelo de colapso de balsa. Este m odelo propone que la uniôn de péptidos 
anfipâticos causa un desequilibrio de masa, y com o consecuencia un increm ento en la 
curvatura de la m embrana. Los péptidos van a atravesar la mem brana, creando poros 
transitorios, tras la desintegraciôn del poro el péptido se d istribuye a am bos lados de la
15
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membrana.
ii) Péptidos que poseen dianas intracelulares. Un numéro creciente de péptidos 
antimicrobianos basan su mécanisme létal en la interacciôn con dianas intracelulares. 
El acceso del péptido al interior celular sucede de forma similar a la descrita para el 
modelo de agujero de gusano, a diferencia de que la estabilidad del poro es muy 
inferior, lo que détermina que les danos en la membrana sean en general mâs leves, 
transitorios y réversibles. Una vez en el interior de la célula se unen a sus dianas e 
interfieren con sus correspondientes funciones. En general requieren una interacciôn 
quiral entre el péptido y su diana, por ello los enantiômeros D suelen ser inactivos. La 
definiciôn de sus dianas no siempre es évidente y es particular para cada péptido; 
alteraciôn de la formaciôn del septo de la membrana celular con filamentaciôn en 
bacterias (PR-39 e indolicidina), inhibiciôn de la sintesis de àcidos nucleicos y de 
proteinas (buforina II, dermaseptina, pleurocidina, indolicidina, PR39...), o inhibiciôn de 
la actividad enzimâtica de DnaK (pirrocoricina) o FoFi-ATPasa (histatinas), (Brogden, 
2005; Giuliani et al., 2008).
Determinados PAEs poseen otras funciones no asociadas a su actividad 
microbicida directa; aquellos actives sobre Gram-negativas son antiendotôxicos al 
precisar la destrucciôn de la ME por su interacciôn con el LPS, y juegan un importante 
papel como inhibidores del shock séptico provocado por la liberaciôn de endotoxinas, 
comûn en otros antibiôticos; otros actùan como quimocinas (LL-37 y las a y (3- 
defensinas humanas), promueven la maduraciôn y activaciôn de células dendriticas, 
regulan la expreslôn de TNF-a e IL-1, controlan los niveles de degranulaciôn de 
mastocitos y promueven la fagocitosis (Steinstraesser et al., 2009). También pueden 
estimular la producciôn de NO (Berkestedt et al., 2008) y potenciar la angiogénesis 
(PR-39) (Steinstraesser et al., 2006). Por otro lado, PR-39 favorece la cicatrizaciôn y la 
restenosis coronaria evitando isquemia (Ikeda et al., 2001). Ademàs de su actividad 
sobre patôgenos, PAEs taies como cecropina, magainina 2 y buforina 2 entre otros 
poseen actividad tumoricida (Schweizer, 2009).
1.1.2.3. Sintesis quimica de PAEs y modificaciones de péptidos naturales .
Dentro de los PAEs, los péptidos lineales han sido los mâs estudiados para su 
posible utilizaciôn clînica. Su tamano y la escasez de modificaciones 
postraduccionales, generalmente circunscritas a la amidaciôn de su extreme C- 
terminal, hacen que su sintesis quimica y modificaciôn de secuencias sea sencilla y 
asequible. Por ello se han obtenido numerosos anâlogos artificiales para la obtenciôn 
de relaciones estructura-actividad y de optimizaciôn de secuencias. Los objetivos
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finales perseguidos son: i) obtenciôn de estructuras minimas activas, que permitan el 
abaratamiento de sintesis y disminuyan el riesgo de inmunogenicidad; ii) Optimizaciôn 
de su actividad microbicida; iii) Estabilidad trente a la degradaciôn proteolitica en 
fluidos biolôgicos o por proteinasas del parasites. Un esbozo de las estrategias 
utilizadas se resume en la tabla 1.4 con ejemplos prototipicos.
Tabla 1.4. Ejemplos de estrategias de modificaciôn de PAEs.
Modificaciôn EJempio Rcsultado de ia modificaciôn Referenda
Acortamiento de 
secuencia
Cecropina A Determinaciôn de secuencia 
minima activa (Andreu et al., 1985)
Fluoraciôn de 
aminoâcidos
Magainina 2 y 
buforina
Aumento de hidrofobicidad y 
estabilidad a proteasas (Meng y Kumar, 2007)
Intercambio de 
dominios Magainina 2
Modificaciôn de actividad 
antimicrobiana y fiemolitica
(Guerrero et al., 2004; 
Tachi et al., 2002)
Ciclaciôn 
por puentes disulfuro Histatina 1
Mejora de la actividad 
de reepitelizaciôn (Oudhoff et al., 2009)
Ciclaciôn por 
puentes disulfuro 
intracatenarios
P-defensina
Defr1
Incremento de actividad 
antimicrobiana (Taylor et al., 2007)
Heterodimerizaciôn Disctintina
Mejora de la interacciôn con 
membranas y estabilidad a 
proteasas
(Resende et al., 2009)
Dimerizaciôn por 
puentes disulfuro 
intercatenarios
Bactenecina 5
Incremento de actividad 
antimicrobiana y menor 
inactivaciôn por fuerza iônica
(Lee et al., 2008)
Rétro-, enantio- 
péptidos
Cecropina A- 
Melitina
Incremento de actividad 
antimicrobiana (Merrifield et al., 1995)
Formaciôn de uniôn 
Trp-Trp 
intercatenarios
Indolicidina Estabilidad a proteasas (Osapay et al., 2000)
Combinaciôn linear 
de péptidos con 
diferente actividad 
antimicrobiana
Dermaseptina- 
péptido 
inhibidor 
ARNasa III
Actividades sinérgicas en una 
misma molécula. (Balaban et al., 2004)
Acilaciôn de grupos 
NHz
Cecropina A- 
Melitina
Incremento de actividad 
antimicrobiana (Chicharro et al., 2001 )
Trimetilaciôn de 
grupos NHz Melitina Disminuciôn de la citotoxicidad
(Ramalingam y Bello, 
1992)
Peptoides 
(Incorporaciôn de 
denvados de 
aminoâcidos no 
naturales)
Ampeptoides Cambios conformacionales y estabilidad a proteasas
(Chongsiriwatana et al., 
2008)
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Mocüfteadôn EJempio Resuttado de la mocfificaciôn Referenda
Formaciôn de 
diastereomeros
Péptidos 
lineales en a- 
hélice
Disminuciôn de citotoxicidad y 
estabilidad a proteasas (Shai y Oren, 2001)
Bromaciôn de Trp Estielina D
Incremento de actividad 
antimicrobiana trente a Gram- 
positivos
(Taylor et al., 2000)
Remplazo de 
residues Bactenecina 2
Incremento de actividad 
antimicrobiana (Wang et al., 2009)
Incremento de 
cargas positivas LL-37
Incremento de actividad 
antimicrobiana (Burton y Steel, 2009)
1.1.2.4. Ventajas del uso de PAEs trente a antibiôticos convencionales.
El desarrollo de antibiôticos convencionales suele basarse en el concepto de 
interacciôn del antibiôtico con una diana principal y actuaciôn a través de un ùnico 
modo de acciôn. Sin embargo, la actividad de los PAEs es muy amplia, lo que les 
confiere un g ran potencial terapéutico. Pueden ser utilizados como antimicrobianos por 
si mismos, o en combinaciôn sinérgica con otros antibiôticos, para neutralizar un 
efecto endotôxico, o como inmunomoduladores (Marr et a i, 2006). Otra de las grandes 
ventajas de los PAEs trente a los antibiôticos convencionales es la exigencia que 
supone al patôgeno la inducciôn de resistencias trente a PAEs, de diticil consecuciôn, 
puesto que los componentes aniônicos de las membranas celulares (glicolipidos, 
àcidos teicoicos y tostolîpidos) que contribuyen a la interacciôn con los péptidos, son 
constituyentes esenciales de la arquitectura de membrana y la sustituciôn de las 
mismas implicaria la alteraciôn simultânea de numerosos sistemas enzimâticos y de 
transporte, y por tanto poco probables (Nizet, 2006). Sin embargo existen mecanismos 
de resistencia a PAEs, como la neutralizaciôn de la carga negativa de los àcidos 
lipoteicoicos por adiciôn de D-alanina, o del LPS por adiciôn de Ara4N o EtN (Peschel 
y Sahl, 2006). La producciôn de peptidasas y proteasas es otra de las estrategias de 
resistencia desarrollada por los patôgenos, especialmente trente a péptidos lineales 
como LL-37, y cuyas secuencias de corte son, en principle, màs accesibles 
(Sieprawska-Lupa et a i,  2004). Otro mécanisme es la actividad de bombas de 
expulsiôn (Tzeng et a i, 2005) que eliminan el péptido insertado en la membrana.
Existen 4 péptidos que han alcanzado la tase III en ensayos clinicos: la magainina 
MSI-78 o Pexigano, indicada en el tratamiento del impétigo y las ulcéras derivadas de 
la diabetes (Nelson et a i, 2006); la protegrina de cerdo IB-367 o Iseganano, ensayada 
en el tratamiento de la mucosistis oral (Trotti et a i, 2004); la proteina humana rBPl23 o
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Neuprex, para endotoxemia (Jellema et al., 2002); y la indolicidina CP-226 u 
Omiganano, utilizada para provenir infecciones asociadas a cateterismo (Hancock y 
Sahl, 2006). Finalmente, como prevenciôn de infecciones asociado a transplantes de 
médula ôsea se alcanzô fa se II con lactoferricina (Hancock y Sahl, 2006).
1.1.2.5. Péptidos hibridos cecropina A-meiitina.
En 1981 Bomann y colaboradores aislaron las cecropinas A, B y D, péptidos 
présentes en la larva de Hyalophora cecropia y caracterizaron su acciôn microbicida 
(Steiner et al., 1981). Las cecropinas son péptidos catiônicos lineales de 35 a 39 
aminoâcidos, ricos en Lys y con el extreme C-terminal amidado, muy actives frente a 
Gram-negativos, pero de baja actividad frente a Gram-positivas y prâcticamente 
carecen de toxicidad sobre células eucariotas superiores. La cecropina A 
(KWKLF^KKIEK'°VGQNl'®RDGlP° KAGPA^VAWG^^QATQP^AK-NHs), sin estructura 
en medio acuoso, la adquiere como 2 fragmentes hélicoïdales unidos por una 
secuencia bisagra Ala-Gly-Pro en presencia de solventes que mimetizan la membrana 
tras uniôn a la misma. La hélice N-terminal (residues 1-21) es muy catiônica, mientras 
que la C-terminal (residues 25-37) es muy hidrofôbica (Durell et al., 1992; Holak et al., 
1988).
La melitina (GIGAV®LKVLT'°TGLPA'\ISWP°KRKRQ2®Q-NH2) es el principal 
componente del veneno de la abeja melifera europea {Apis melifera) (Habermann, 
1972). Es un péptido de 26 aminoâcidos, que a semejanza de la cecropina A se 
estructura en dos dominios a-helicoidales unidos por una bisagra, cuya caracteristica 
es inversa; un extreme N-terminal hidrofôbico (residues 1-20) y el C-terminal bâsico 
(residues 21-26). La melitina es activa frente a una amplia variedad de 
microorganismos, pero es muy hemolîtica, esencialmente debido a su extreme C- 
terminal (DeGrado et al., 1982).
Los péptidos hibridos cecropina A-melitina, combinan el extreme N-terminal 
hidrofilico de la cecropina A, seguido del extreme N-terminal, hidrofôbico, de la 
melitina, excluyendo la regiôn hemolîtica de esta ultima, mejoraron las prestaciones 
microbiolôgicas de los péptidos parentales con actividad frente a bacterias Gram- 
positivas y Gram-negativas, a protozoos y con una toxicidad muy disminuida (Andreu 
et al., 1992; Boman et al., 1989; Merrifield et al., 1995). Los péptidos hibridos 
cecropina A-melitina son actives frente a una amplia variedad de patôgenos: S. aureus 
resistentes a meticilina (SARM) (Giacometti et al., 2004), cepas multirresistentes de 
Acinetobacter baumannii (Alarcon et al., 2001; Rodriguez-Hernandez et al., 2006; 
Saugar et al., 2006), bacterias y hongos patôgenos de plantas (Cavallarin et al., 1998;
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Ferre et al., 2006; Yevtushenko et al., 2005), protozoos parasites como Plasmodium  
(Merrifield et al., 1994), Leishmania (Diaz-Achirica et al., 1998; Luque-Ortega et al.,
2003) y Toxoplasma (Seeber, 2000). Adicionalmente se ha descrito su actividad frente 
a células tumorales (Shin et al., 1999; Shin et al., 1997). También han sido ensayados 
sobre bacterias en combinaciôn sinérgica con otros fârmacos (Giacometti et al., 2003; 
Giacometti et al., 2004). El potencial terapéutico de los mismos se ha demostrado en 
modèles animales de queratitis ocular por Pseudomonas (Nos-Barbera et al., 1997) y 
leishmaniasis canina (Alberola et al., 2004). Estes péptidos han sido objeto de 
numerosas modificaciones destinadas a mejorar su indice terapéutico, ademâs del 
mencionado acortamiento de secuencias, se han explorado sus isômeros ôpticos 
(enantio-, retro- y retroenantiômeros) (Vunnam et al., 1998), modificaciones por 
succinilaciôn (Fernandez et al., 1994) y acilaciôn de los grupos amino (Chicharro et al., 
2001), asi como inserciôn de anâlogos de Phe (Mathur et al., 2007b).
En el présente trabajo se han empleado una serie de péptidos hibridos cecropina 
A-melitina proporcionados por el Prof. Andreu del Departament de Ciències 
Expérimentais i de la Salut, de la Universitat Pompeu Fabra, cuyas secuencias se 
detallan en los apartados 4.1.2.1 y 4.3.2.1.
1.1.2.6. LL-37, PAE derivado de la catellcidina humana hCAPIS.
Las catelicidinas son una familia de péptidos antimicrobianos présentes en 
mamiferos, y extendidas recientemente a aves (Xiao et al., 2006), reptiles (Zhao et al.,
2008) y peces (Chang et al., 2006; Maier et al., 2008; Uzzell et al., 2003), incluyendo 
las mixinas, agnatos, que evidencian su apariciôn temprana en la filogénesis de los 
organismos superiores. El numéro de genes varia desde siete en caballo, cerdo y 
oveja, hasta un ùnico gen en roedores y primates, incluido el hombre (Burton y Steel,
2009).
Las catelicidinas son sintetizadas por leucocitos y células epiteliales, y 
almacenadas intracelularmente en grânulos. Todos los miembros de la familia son 
sintetizados como preproproteinas, con péptido senal (aproximadamente de 30 
aminoâcidos), un dominio N-terminal altamente conservado (de aproximadamente 100 
aminoâcidos) de cuya semejanza al inhibidor de cisteina proteinasa catelina toma el 
nombre, y un dominio C-terminal variable, responsable de la actividad antimicrobiana. 
El procesamiento supone la escisiôn temprana del péptido senal y almacenamiento 
como propéptido, hasta la liberaciôn del péptido maduro tras procesamiento 
proteolitico (Durr et al., 2006). Las catelicidinas, al compartir ûnicamente el dominio 
catelina, muestran una amplia variedad de secuencias y estructuras secundarias
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desde péptidos a-helicodales (LL-37), ricos en un aminoâcido (indolicidina) o con 
enlaces disulfuro (protegrinas) (Ramanathan et al., 2002).
La catelicidina humana hCAP18 es la ûnica proteina de esta familia présente en el 
hombre, su dominio C-terminal es un péptido denominado LL-37 de 37 residues 
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES) con una carga neta de +6 a pH 
fisiolôgico. LL-37 fue descrito por primera vez en leucocitos y testicules, y 
posteriormente en otras células (mielocitos, metamielocitos, queratinocitos...), tejidos 
(piel, unas, pulmôn...) y fluidos (saliva, liquide amniôtico, mucosas...) (Durr et al.,
2006). Estimulos externes como butirato, àcido lipoteicoico y LPS incrementan su 
expresiôn (Stie et al., 2007). Su activaciôn, por proteolisis de su dominio catalina, tiene 
lugar en la superficie celular por la serina proteinasa 3 (Sorensen et al., 2001). Aparté 
de su acumulaciôn intracelular, en el plasma humane existe un depôsito importante de 
hCAP18 acomplejado con lipoproteinas del plasma (Sorensen y Borregaard, 2005).
A) Funciones de LL-37.
LL-37 posee actividades bactericida, antifûngica, antiviral (den Hertog et al., 2005), 
y es inhibidor de la formaciôn de biofilm bacteriano (Overhage et al., 2008) (Bergman 
et al., 2007; Wang et al., 2008a). Las deficiencias de expresiôn de LL-37 se asocian a 
una mayor susceptibilidad a patôgenos (Burton y Steel, 2009). LL-37 también ejerce 
una funciôn antiendotôxica (Nijnik y Hancock, 2009), tanto por interacciôn con LPS y 
àcido lipoteicoico (ALT), como por modulaciôn de la respuesta mediada por TLRs 
(Receptores Tipo Toll); por ejemplo, suprime la expresiôn de las moléculas 
proinflamatorias IL-6 y TNF-a, e inhibe la apoptosis de neutrôfilos. Promueve la 
diferenciaciôn de células dendriticas, la maduraciôn y diferenciaciôn de monocitos a 
macrôfagos, a los que puede también activarlos directamente, con liberaciôn de 
quimocinas que promueven la migraciôn de leucocitos a la zona de infecciôn. También 
induce la expresiôn de IL-12 (Hamill et al., 2008; Yu et al., 2007), y potencia la 
angiogénesis (Steinstraesser et al., 2009). La importancia de dichas actividades 
extramicrobicidas fueron demostradas en un modelo animal de infecciôn por 
Staphylococcus aureus y Salmonella enterica, anâlogos cortos de LL-37 (12 - 13 
residues), carentes de actividad microbicida in vitro, protegieron in vivo de la infecciôn; 
asimismo LL-37, protegiô a concentraciones submicrobicidas in vitro (Bowdish et al.,
2005)
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B) Estructura y m odificaciones.
LL-37 presents una estructura desordenada en soluciôn acuosa y de a-hé lice  en 
presencia de so lventes que m im etizan m em branas o unido a ellas (H enzier-W ildm an 
e t al., 2004). Por RMN, LL-37 unido a m icelas de dodecilfosfa tid ilco lina  se estructura 
en très regiones; la N -term inal, la mâs hidrofôb ica y estructura  helico ida l inestable , que 
se in terrum pe en K-12, seguida de la regiôn centra l, la m âs estructurada, y fina lm ente  
la regiôn C-term inal con una pequena cola h idro filica  (Porcelli et al., 2008) (Fig. 1.6.)
H élice 1 H élice 2
Figura 1.6. Estructura representative de LL-37. M odificado de Porcelli y cols, 2008.
Las re laciones estructura-activ idad dem uestran que LL-12 carece de activ idad 
antim icrob iana y antiendotôxica, pero el fragm ente  30-37 s i la m antiene (Nell et al., 
2006; Sorensen y Borregaard, 2005). D iverses d iastereôm eros reducen la toxicidad del 
péptido parental, pero m antienen su efecto m icrob ic ida (Li e t al., 2006). El increm ento 
de carga positiva por sustituciôn de D-26, Q -22 y N-30 por K, aum entô 
s ign ifica tivam ente  la activ idad frente a SARM . En la piel hum ana se han identificado 
péptidos truncados orig inados por proteo lis is de LL-37 (KS-30, FK22, LL-31, KR-20 y 
EK-20) superiores al parenta l en activ idad m icrob ic ida pero con in ferio r capacidad 
inm unom oduladora , que sugiere que la proteo lis is especifica  y lim itada es un 
m ecanism o m odulador in vivo de LL-37 (Burton y Steel, 2009).
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1.2. PATÔGENOS DIANA DE LOS PÉPTIDOS OBJETO DEL PRESENTE ESTUDIO.
En la présente tesis se han seleccionado très microorganismos patôgenos para 
establecer las bases moleculares de actividad y resistencia de un grupo de péptidos 
activos en membrana. Como modelo de eucariota inferior se ha seleccionado el 
protozoo parâsito Leishmania y como modelos procariotas se han seleccionado 
Acinetobacter baumannii y Staphylococcus aureus representativos de Gram-negativos 
y Gram-positivos respectivamente. Sus caractehsticas morfolôgicas y moleculares, las 
manifestaciones clinicas derivadas de la infecciôn, asi como las distintas alternativas 
terapéuticas de las infecciones que causan son descritas a continuaciôn en mayor 
detalle.
1.2.1. LEISHMANIA Y LEISHMANIASIS
El término leishmaniasis comprende un conjunto de patologlas muy diferentes 
entre si, causadas por la infecciôn de las distintas especies del protozoo parâsito 
Leishmania. El parâsito es transmitido por la picadura de las hembras de dipteros de 
los géneros Phlebotomus y Lutzomyia en el Viejo y en el Nuevo Mundo, 
respectivamente. La leishmaniasis, excepte en zonas urbanas densamente pobladas, 
es una zoonosis, donde determinados mamiferos, tanto domésticos como silvestres, 
actùan como reservorio. La enfermedad es endémica en 88 paises (Fig. 1.7), ubicados 
principalmente en âreas tropicales, subtropicales y templadas de América Central y del 
Sur, Prôximo y Medio Oriente, India, Kenia, Sudân, Bangladesh, China y paises de la 
cuenca méditérrânea. La O.M.S. estima una prevalencia global de la enfermedad que 
oscila entre 12 y 14 millones de personas, con una incidencia anual cercana a los 2 
millones y una poblaciôn en riesgo de 350 millones aproximadamente 
(http://apps.who.int/tdr/svc/diseases/leishmaniasis). El incremento global de casos se 
asocia a la situaciôn de subdesarrollo de las principales zonas endémicas, con 
problemas de desnutriciôn y escasa o nula cobertura sanitaria (Alvar et al., 2006b), asi 
como a la invasiôn de dichas zonas por individuos no inmunes para la explotaciôn 
econômica de las mismas, mejor diagnôstico de la enfermedad, y a la apariciôn de 
resistencias frente a los fârmacos habituales. El aumento de la incidencia de la 
enfermedad en el mundo desarrollado se debe al carâcter de Leishmania como 
patôgeno oportunista, asociado a casos de inmunodepresiôn tanto por quimioterapia 
(leucemia, transplantes), como por infecciôn por VIH, descrita en 33 paises y con 
mayor relevancia en el sureste de Europa (Alvar et al., 2008; Cruz et al., 2006).
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IL  cutanea 
I L visceral 
I L. cutanea /  visceral
Figura 1.7. Distribuclôn m undial de la le ishm aniasis segùn sus diferentes m anifestaciones clin icas (véase 
apartado 1.2.2.). Dates de la O.M.S.
1.2.1.1. Taxonom ia del género.
El género Leishm ania  fue citado por prim era vez por C unn ingham  en 1895, 
descrito  posterio rm ente  por Leishm an, Donovan y W righ t y, fina lm ente  es tab lec ido  por 
Ross en 1903 (Peters, 1988). Taxonôm icam ente  pertenece al Reino P rotozoa, Filo 
Euglenozoa, constitu ido por protozoos unice lu lares, flagelados, con crestas 
m itocondria les d isco ida les y m itosis cerrada. Se incluye en la clase K inetop lasta  por 
poseer una ûnica m itocondria  con una especia lizaciôn estructura l denom inada
kinetoplasto, form ada por cîrculos concatenados de ADN y cercano a la base del 
flagelo. Pertenece al O rden T rypanosom ida, Fam ilia T rypanosom atidae, que tam bién 
eng loba el género Trypanosom a  y otros s iete géneros m âs (Banuls et al., 2007; 
C ava lie r-Sm ith , 1998). A tend iendo a su hom olog ia  filogenética, las espec ies del 
género Leishm ania  se agrupan en d ife rentes com ple jos. En Espaha, la especie
responsab le  de la in fecciôn es Leishm ania  infantum , perteneciente  al com ple jo
donovani.
1.2.1.2. M anifestaciones clin icas de la enferm edad
La form a y gravedad de las m anifestac iones c lin icas de la enferm edad dependen 
tanto  de la especie in fectante com o del estado inm unolôg ico del hospedador
(H andm an, 1999). A  pesar de la heterogeneidad en la s in tom ato log ia  y pato log ia  de 
las le ishm aniasis, todas sus m anifestaciones c lin icas com parten com o rasgo com ûn la 
parasitaciôn de cé lu las del s istem a m ononuclear-fagocitico . T rad ic iona lm en te  se 
d istinguée très tipos bâsicos de le ishm aniasis: le ishm aniasis cutanea, le ishm aniasis 
m ucocutânea y le ishm aniasis  visceral (Fig. 1.8) (A lvar e t al., 2006a).
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Leishmaniasis cutanea: Todas presentan como caracteristica comûn la apariciôn 
de ulcéras cutâneas en el lugar de la picadura del vector, generalmente en zonas 
expuestas del cuerpo (cara, brazos o piernas). Existe diversidad patolôgica 
dependiendo de la especie causante de la enfermedad. Atendiendo a su distribuciôn 
geogrâfica se distinguen las leishmaniasis cutâneas del Viejo y del Nuevo Mundo; Las 
especies responsables de las leishmaniasis cutâneas del Viejo Mundo son;
• L  major. Se caracteriza por la apariciôn de una pâpula eritematosa a las 4-6 
semanas de la picadura, sobre la que se forma una costra, que al desprenderse 
origina una ulcéra hûmeda. Generalmente es de evoluciôn benigna y cura 
espontâneamente. Recibe el nombre de leishmaniasis cutânea rural o zoonotica. al 
tratarse de una zoonosis propia de zonas rurales o periurbanas del norte y este de 
Africa, oeste de Asia y Asia Menor.
• L. tropica. Es responsable de la leishmaniasis cutânea urbana o antroponôtica. se 
diferencia de la anterior por la ausencia de exudado de la ûlcera. Generalmente cura 
espontâneamente, pero puede complicarse causando la leishmaniasis cutânea 
récidivante, de evoluciôn lenta y escasa carga parasitaria que persiste de por vida. 
Aparece en el sureste de Europa, nor- y suroeste de Africa, peninsula Arâbiga, 
Afganistân, Oriente Medio e India.
• L. aethiopica. Produce una ûlcera de curaciôn espontânea. En un pequeho 
porcentaje puede complicarse y originar una forma mucocutânea, y mâs raramente 
una forma cutânea difusa. Aparece en el este de Africa.
La leishmaniasis cutânea del Nuevo Mundo recibe diverses nombres 
dependiendo de las manifestaciones y el pais, se extiende desde el norte de Argentina 
hasta el sur de Méjico. Las especies responsables de la infecciôn son;
• L. mexicana. Provoca destrucciôn del cartilage del pabellôn auditive y recibe el 
nombre de ûlcera de los chicleros.
• L. amazonensis. Se caracterizada por su evoluciôn hacia una forma difusa y por su 
reticencia a la curaciôn.
Leishmaniasis mucocutânea: La leishmaniasis mucocutânea es tipica del 
continente americano, es producida por especies del complejo braziliensis, 
especialmente L. braziliensis y L. panamensis, eu rsa con ûlceras cutâneas que curan 
inicialmente, pero tras la lesiôn primaria Leishmania migra por via linfâtica hacia la 
orofaringe, provocando graves lesiones del cartilage de las cavidades orofaringea y 
nasal (Alvar et al., 2006a).
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Familia Género Subgénero
—  Endotrypanum
— Phytomonas
Especie
I1
_  Trypanosoma
Saunoletshmania
— Letshmana ~
Biastocrithdia
Herpetomoras
Leptomonas
Crrthidîa
L  a x io v a n i
L  arcnbalck
L  mfantum (syn. L  chagasi
L  trcfnca  
L. la ic k i
L  m aior 
L g e rb if  
L arabica  
L  aethiopica 
L  mexicana Isyn. L. p ifano i)
Leishm aniasis  
visceral
L  am azonensis (syn. L  gam ham i) 
L  aris tidea
L  ennetli
L hertigi 
L deane 
L. turam ca'
L venezuelensis
L peruviana
L guyanenas  
L panam ensis Leishm aniasis  
cutânea
L  laneorx  
L naiffi
L. ooiombiertsis 
L  equatoriena
Figura 1.8. Clasificaciôn taxonôm ica de Le ishm ania  y m anifestaciones clin icas en funciôn de la especie 
infectante. M odificado de A lvar J. y cols.. 2006.
Leishm aniasis visceral: Es la fo rm a m às grave de la enferm edad, con una 
m orta lidad cercana al 100% si no es tra tada. Es producida por L. in fantum  y L. 
donovan i en el V ie jo  M undo y por L. chagas i en Am érica. La enferm edad eu rsa con la 
invasion de las célu las del s istem a m ononuc lea r fagoc itico  del h igado, bazo, m édula 
ôsea y m ucosa intestinal, p rinc ipa lm ente . El periodo de incubaciôn es variable, 
pudiendo durar hasta un aho, con aparic iôn graduai de sus m anifestac iones clin icas, 
los prim eros signos son fiebre, anorexia  y palidez, posteriorm ente aparece hepato-, 
esp lenom egalia , y leucopenia que fina liza  en pancitopenia. Existen dos fo rm as de la 
enferm edad depend iendo de la especie  causante ; L. chagasi y L. in fantum  son 
causantes de la le ishm aniasis v iscera l zoono tica . es una zoonosis présente en 
A m érica  Central y del S ur o la cuenca m editerrânea, respectivam ente. L. donovan i 
causa le ishm aniasis viscera l an troponôtica  o ka la -za r. présente en la India, Nepal, 
Sudan, Bagladesh y E tiopia. En ocas iones, anos después de una curaciôn aparente 
aparece una serie de nôdulos indurados d isperses en la piel, o rig inando la 
le ishm aniasis dérm ica post-ka la -za r. de d ific il tra tam iento  y asociada habitua lm ente  a 
un te rap ia previa ineficaz (Z ijistra e t al., 2003).
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1.2.1.3. C iclo bio lôgico del parâsito.
Leishm ania  es un protozoo digénico con dos tipos m orfo lôgicos principales: el 
prom astigote, la form a flagelada môvil présente en el tubo digestive del insecte d ip tero  
vector (hem bras de los géneros Phlebotom us  en el V iejo M undo y Lutzom yia  en el 
Nuevo M undo), y el am astigote, form a carente de flagelo y parâsito intracelu lar 
obligado de las célu las del sistem a m ononuclear-fagocitico del hospedador vertebrado 
(Handm an, 2001 ).
Amastigote intracelular
Transfonnaclon
Proliferaciôn
Fagocitosis /  Fagollsosoma \\ 4
Invasion de nuevas i 
células
Macrofago
Mamifero hospedador
Picadura del
Flebotomo vectorflebotomo
vector
Invasiôn
Promastigotes
metaciclicos
-   ^ ^^A m astigotes
Migradon a la 
probôscide
Promastigotes
prociclicos Transformaclôn 
6
Proiiferadôn en el tubo 
digestivo
Figura 1.9. Ciclo biolôgico de leishmania. 1. Inoculaciôn de promastigotes m etaciclicos por la picadura 
del flebotom o hembra. 2. Fagocitosis de los prom astigotes por los macrôfagos. 3. D iferenciaciôn del 
prom astigote a am astigote en el fagolisosom a y multiplicaciôn de los amastigotes. 4. Lisis del macrofago 
parasitado, liberaciôn de los am astigotes y disem inaciôn de la infecciôn por fagocitosis de los m ismos por 
nuevos macrôfagos. 5. Ingestiôn de m acrôfagos parasitados con amastigotes durante la alim entaciôn 
hematôfaga del flebotom o y liberaciôn de am astigotes en el tubo digestivo del vector. 6. Transform aclôn 
de am astigotes en prom astigotes prociclicos. 7. Division de los promastigotes, uniôn a las células del 
epitelio digestivo. M etaciclogénesis y m igraciôn a la probôscide. (Modificado de Handman E., 2001).
El ciclo b io lôgico de Leishm ania  (Fig. I. 9) implica la transm isiôn de los am astigotes 
que residen en el hospedador m am ifero infectado a un flebotom o hembra cuando éste
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pica al mamifero para alimentarse de su sangre. Los amastigotes ingeridos se 
diferencian a promastigotes dentro del tubo digestivo del diptero. La sangre ingerida 
con los parâsitos es râpidamente rodeada por una membrana peritrôfica, una matriz 
compuesta por quitina segregada por las células epiteliales del tubo digestivo 
(Secundino et al., 2005). Los macrôfagos son lisados quedando libres los amastigotes 
que se transforman en promastigotes, que secretan quitinasas permitiendo su 
liberaciôn de la membrana peritrôfica (Kamhawi, 2006). El periodo del parâsito dentro 
del vector es aproximadamente de una semana a diez dias, con diferentes fa ses y 
morfologia del parâsito. Cronolôgicamente, el primer estado es el de forma prociclica, 
ligeramente môvil y con morfologia corta y ovoide. Posteriormente los promastigotes 
migran hacia la parte anterior del tubo digestivo del diptero, donde experimentan la 
metaciclogénesis con incremento de la longitud del flagelo, alargamiento de la forma, 
reducciôn de la capacidad de divisiôn y un aumento de la infectividad (Sacks y 
Perkins, 1984). Los promastigotes metaciclicos son transmitidos en la ingestiôn de la 
sangre de un nuevo hospedador, favorecido por la destrucciôn y obstrucciôn de la 
vâlvula estomodeal del insecto por enzimas quitinoliticos, y formaciôn de agregados de 
parâsitos por agiutinaciôn con proteoglicanos secretados por los promastigotes, 
respectivamente, causando un reflujo de la sangre ingestada, y consecuentemente 
una mejor inoculaciôn de los parâsitos en el vertebrado (Kamhawi, 2006). Dichos 
promastigotes son râpidamente fagocitados por macrôfagos y neutrôfilos, e 
internalizados en el fagosoma, donde los promastigotes se transforman en 
amastigotes que implican cambios en la composiciôn de membrana, de morfologia, 
metabolismo y patrôn antigénico causados por la mayor tempe ratura y pH âcido. 
Simultâneamente existe una maduraciôn del fagosoma hacia su estadio final, la 
vacuola parasitôfora (Courret et al., 2001). El parâsito interviens en dicho proceso de 
maduraciôn; el lipofosfoglicano (LPG) obstaculiza el reclutamiento de Rab7p, 
implicada en la interacciôn del fagosoma con los endosomas tardios (Antoine et al., 
2004), y su fusiôn con los endolisosomas, al favorecer la permanencia de la actina F 
airededor del fagosoma (Lodge y Descoteaux, 2005). Este retardo en la maduraciôn 
del fagosoma permits la diferenciaciôn de promastigote a amastigote bajo condiciones 
permisivas, por su mayor susceptibilidad a las hidrolasas y al pH âcido del 
fagolisosoma que el amastigote (Antoine et al., 2004). Finalizada la transformaclôn, 
los amastigotes comienzan a dividirse en el interior de la vacuola parasitôfora, hasta 
lisar el macrôgafo, con liberaciôn de los parâsitos al medio, e infecciôn de nuevos 
macrôfagos, donde la cinética de maduraciôn del fagosoma es normal, lo que 
evidencia la adaptaciôn del amastigote a las condiciones del fagolisosoma (Lodge y 
Descoteaux, 2005)
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La uniôn y fagocitosis de Leishmania a las células huésped implica diverses 
receptores; en células dendriticas la uniôn a ambas formas del parâsito estâ mediada 
por el receptor DC-SIGN (Colmenares et al., 2004; Colmenares et al., 2002). En 
macrôfagos, se ha descrito un amplio numéro de receptores involucrados en la uniôn 
al promastigote: receptor de fibronectina, receptor de manosa/fucosa, CR1 (el receptor 
para C3b y C4b), CR3 (que une iC3b, ICAM-1 y proteinas de la matriz extracelular) y 
receptor para la proteina G reactiva, que se unen directamente a ligandos de la 
superficie del parâsito, como LPG y Gp63 (proteina mayoritaria de la superficie del 
parâsito), o indirectamente a través de la opsonizaciôn por componentes del 
complemento C3b, iC3b y la proteina G reactiva. Los amastigotes utilizan como 
ligando en macrôfagos, GR3, receptor de fucosa/manosa y receptor de Fc de IgG. 
(Antoine et al., 2004). Gomo consecuencia de la elecciôn de dichos receptores, la 
entrada de Leishmania es silente para la respuesta proinflamatoria y oxidativa
Finalmente, el establecimiento o no de la enfermedad viene determinado por el 
balance entre los mecanismos defensivos del hospedador y los evasivos del parâsito 
(apartado 1.2.1.5), desarrollados localmente en las cercanias de la lesiôn primaria, 
para las leishmaniasis cutâneas, o bien extendidos a ôrganos internes del hospedador 
(higado, bazo y médula ôsea) en las leishmaniasis viscérales.
El ciclo se compléta cuando un flebotomo pica nuevamente a un hospedador 
parasitado e ingiere junto con la sangre los amastigotes circulantes o los macrôfagos 
infectados.
1.2.1.4. Caractensticas morfolôgicas y moleculares de Leishmania.
El parâsito présenta dos formas principales bien diferenciadas durante su ciclo 
biolôgico: el promastigote, de morfologia fusiforme, con un tamano de 15-24 pm x 2-4 
pm y un ùnico flagelo, y el amastigote, de morfologia oval, ca rente de flagelo y con un 
tamano de 2-3 pm.
Leishmania en su ciclo vital habita en dos ambientes muy diferentes: el tubo 
digestivo del insecto vector, y la vacuola parasitôfora de los macrôfagos del 
hospedador. La adaptaciôn a medios tan dispares détermina que la membrana 
plasmâtica del parâsito, como interfase del mismo con el medio exterior, présente una 
serie de peculiaridades y sufra cambios drâsticos en su composiciôn durante los 
distintos estadios vitales del parâsito. El componente principal de la membrana 
plasmâtica, especialmente del promastigote, es un denso glicocâlix formado por 
proteinas y oligosacâridos, anclados a la membrana por estructuras de tipo 
glicosilfosfatidilinositol (GPl) (Lodge y Descoteaux, 2005).
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Sus principales componentes son;
• Lipofosfoalicano (LPG). Es el componente principal del glicocâlix del 
promastigote, con un numéro que puede alcanzar hasta 5 x 1 0 ®  copias por célula . 
Estâ présente en toda la superficie celular, incluido el flagelo. En L. donovani 
estructuralmente estâ formado por cuatro dominios: i) anclaje a la membrana por 
estructura GPl (glicosilfosfatidilinositol), ii) nùcleo oligosacaridico, iii) cadena de 
disacâridos fosforilados de longitud variable, formada por repeticiones 
Gal(3 1 ,4 )Man(a1 )-P0 4 , iv) estructuras terminales de galactose y manosa (Descoteaux 
y Turco, 1999). Por el contrario, en el amastigote el numéro de copias de LPG por 
célula es muy inferior (10^-10® copias por célula), comparte homologia con el LPG del 
promastigote en el nùcleo oligosacaridico y en el anclaje tipo GPl (Guha-Niyogi et al., 
2001). Participa en la uniôn del promastigote a las células del epitelio digestivo del 
vector y proporciona resistencia a la lisis por las enzimas hidrollticas del tubo digestivo 
y del lisosoma del macrôfago. En L. donovani la longitud del LPG se duplica durante la 
metaciclogénesis, impidiendo la inserciôn del complejo de ataque del complemento a 
la membrana (Guha-Niyogi et al., 2001). También actùa como ligando di recto en la 
uniôn al macrôfago mediante CRI y tiene un papel fundamental en la evasiôn a la 
respuesta inmune innata y en procesos de transducciôn de senales del macrôfago 
(apartado 1.2.1.5).
•  Fosfolioidos de olicosilinositol (GIPLs). Son los componentes mâs abondantes 
en la superficie celular de promastigotes y amastigotes (aproximadamente 10^ copias 
por célula), son estructuras de tipo GPl, pero no actùan de anclaje de proteinas ni de 
polisacâridos de cadena larga (McConville et al., 2002). Su importancia es mayor en 
amastigotes, debido a la prâctica ausencia de LPG y de glicoproteinas de anclaje GPl. 
Segùn su composiciôn de azùcares existen très tipos principales; todos ellos 
presentan disacâridos de manosa, que actùan como ligandos de receptores de 
manosa en el macrôfago. Inhiben la sintesis de NO del macrôfago (Guha-Niyogi et al.,
2001).
• Glicoproteinas (Go). La proteina mayoritaria de los promastigotes en 
Leishmania es la glicoproteina Gp63 (aproximadamente 5x10® copias por célula), es 
una metaloproteinasa de 63 KDa con estructura GPl. La expresiôn en amastigotes es 
muy inferior y localizada en el bolsillo flagelar (Guha-Niyogi et al., 2001), o en el 
interior de lisosomas (llg et al., 1993). Actùa como factor de virulencia y protege al 
parâsito frente a proteasas y péptidos antimicrobianos del hospedador, favorece la 
opsonizaciôn y fagocitosis, asi como la migraciôn del parâsito en el hospedador al 
degradar componentes de la matriz extracelular (Yao, 2010). En amastigotes, a pesar 
de su baja expresiôn, incrementa la supervivencia del parâsito en el macrôfago (Chen
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et al., 2000).
Gp46 es una proteina de 46 KDa exclusiva de promastigotes (aproximadamente 4 
X 10® copias por célula), anclada por GPl y ausente en las especies del complejo 
braziliensis. Su principal funciôn es la de resistencia a la proteolisis (Lincoln et al., 
2004; Rivas et al., 1991). Como tal, su expresiôn aumenta en promastigotes 
metaciclicos donde protege frente a la lisis por enzimas lisosomales (Beetham et al., 
1997).
• Proteofosfoolicanos (PRGs). Son una familia de proteinas con abondante O- 
glicosilaciôn, similares a las unidades repetitivas de disacérido fosforilado del LPG. Es 
el componente mayoritario de la matriz gelatinosa secretada por los promastigotes, y 
responsable de la regurgitaciôn de sangre del flebotomo (ver apartado 1.2.1.3) 
(Rogers et al., 2004). También protege al promastigote frente a la lisis por las enzimas 
digestivas del vector (Secundino et al., 2010).
• Composiciôn lioidica. La membrana plasmâtica del promastigote posee un 30% 
de esteroles, siendo el principal el ergosterol (tabla 1.1). La proporciôn de fosfolipidos 
àcidos es mayor en Leishmania que en eucariotas superiores (Wassef et al., 1985).
Aparté de los orgânulos comunes a otros eucariotas, Leishmania posee ciertas 
caracteristicas, e incluse, orgânulos exclusives:
• Microtùbulos suboeliculares: La membrana citoplasmâtica es recorrida por su 
cara interna, por una red de microtùbulos subpeliculares, que proporcionan a la célula 
la rigidez necesaria para mantener una morfologia astable frente al estrés mecânico 
(Morgan et al., 2002).
• Kinetoplasto: en el interior de la ùnica mitocondria del parâsito se encuentra 
una estructura tipica de la clase Kinetoplasta (Clarek y Wallace, 1960), denominada 
kinetoplasto, se trata de un supracomplejo de moléculas circulares de ADN 
concatenadas, compuesta por maxi-y minicirculos. Mientras los maxicirculos codifican 
las proteinas hidrofôbicas mitocondriales, los minicirculos lo hacen para los ARN 
guias, implicados en la ediciôn de RNA mitocondrial (Stuart y Panigrahi, 2002). 
Comprende todo el material genômico mitocondrial del parâsito y représenta hasta el 
20% del total del ADN de la célula (Liu et al., 2005).
• Glicosoma: Es un orgânulo ùnico en los Kinetoplasta. En 1977 Opperdoes y 
Borst describieron por primera vez la asociaciôn de nueve actividades enzimâticas en 
un orgânulo, dos de las cuales pertenecian al metabolismo del glicerol y las siete 
restantes a la glicôlisis, por lo que se denominô a este orgânulo glicosoma (Opperdoes 
y Borst, 1977). Sus caracteristicas morfolôgicas lo incluyen en el grupo de los 
microcuerpos, al que pertenecen glioxisomas y peroxisomas, estos ùltimos 
estrechamente relacionados filogenéticamente con los glicosomas (Moyersoen et al..
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2004). Mâs del 87% de la proteina total del glicosoma corresponde a las enzimas 
glicollticas; el resto lo componen otras enzimas implicadas en diferentes procesos 
metabôlicos (Michels et al., 2006; Opperdoes, 1990).
1.2.1.5. Mecanismos de evasion.
Los protozoos del género Leishmania, han desarrollado ciertas estrategias de 
evasiôn del sistema inmune que les permite sobrevivir en el hospedador. Desde el 
momento de su inoculaciôn, deben ser capaces de evadir la respuesta inmune innata; 
posteriormente deben desarrollar mecanismos para sobrevivir a la acciôn de las 
enzimas lisosomales, por remodelaciôn del fagolisosoma, anteriormente mencionado, 
y a su vez interferir con los mecanismos de inmunidad antigeno especifica, cuyo 
resultado final es la activaciôn del macrôfago y producciôn de metabolites réactivés de 
oxigeno y nitrôgeno, modulando las vias de senalizaciôn intracelulares y la producciôn 
de citoquinas implicadas en dicho proceso, como desencadenantes de la activaciôn 
celular (Antoine et al., 2004). En la tabla 1.5. se detallan estos mecanismos de evasiôn:
Tabla 1.5. Mecanismos de represiôn de la activaciôn de! macrôfago y evasiôn de la respuesta oxidativa 
por Leishmania.
Estrategia de evaalôn Mecanismo empleado
Evasiôn de la respuesta inmune innata
(Olivier et al., 2005)
LPG évita la inserciôn del complejo de ataque a la membrana 
(MAC) C5b-C9.
Gp63 actùa sobre C3bi dando lugar a su forma inactiva iC3b, 
favoreciendo la opsonizaciôn e intemalizaciôn
Modulaciôn de las vias de senalizaciôn 
celular
(Kima, 2007)
Cambios en los niveles de fosforilaciôn de tirosinas, 
especialmente de las MAP quinasas con supresiôn de senales 
proinflamatorias y liberaciôn de IL-10.
Inhibiciôn de la producciôn de otras citoquinas como IL-1, TNFa 
e IL-12.
Inducciôn de arginasa
(Wanasen y Soong, 2008)
Aumento de poliaminas que favorece la replicaciôn y 
persistencia de los parâsitos.
Disminuciôn de intermediaries réactivés 
de nitrôgeno y oxigeno
(Gregory y Olivier, 2005; Ferez et al., 2006)
Inhibiciôn de la actividad de la ôxido nitrico sintasa 2.
Moléculas de superficie LPG y Gp63 inhiben la producciôn de 
ROS.
Represiôn de la presentaciôn antigénica
(Gregory y Olivier, 2005)
Promastigotes de L. donovani inhiben la inducciôn de MHC de 
clase 1 y II.
Amastigotes de L amazonensis obstaculizan el procesamiento 
de antigeno a travâs de MHC II, asi como los niveles del mismo.
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1.2.1.6. Control de la enfermedad.
A) Actuaciones sobre el reservorio y vector.
La leishmaniasis es una zoonosis, excepto en nûcieos de alta densidad humana 
como India y China, donde es considerada como antroponosis. El control de los 
reservorios puede abordarse desde diferentes frentes, aunque se centra 
principalmente en el perro como principal reservorio doméstico. La Organizaciôn 
Mundial de la Salud recomienda el control veterinario de todos los perros domésticos y 
el sacrificio de aquellos que estén infectados (Alvar et al., 2004), a pesar de su poca 
aceptaciôn social. La quimioterapia en el perro supone curaciôn clînica pero no 
parasitaria. El control sobre el vector se realiza mediante fumigaciôn con insecticides 
tanto en el âmbito doméstico como en el peridoméstico, utilizaciôn de mosquiteras y 
de collares repelentes en el perro que previenen de la picadura del mismo (Alexander 
y Maroli, 2003). Debido al escaso éxito de estas medidas, y a que todavîa no existe 
una vacuna eficaz en el mercado, actualmente la linea de defense se basa en el 
tratamiento quimioterapéutico del paciente.
B) Vacunas.
El desarrollo de vacunas contra Leishmania se divide arbitrariamente en très 
grandes grupos dependiendo de la naturaleza y producciôn del antigeno (Khamesipour 
et al., 2006; Palatnik-de-Sousa, 2008):
• Vacunas de primera aeneraciôn. Consisten en la inoculaciôn de parâsitos 
enteros vivos o muertos. La inoculaciôn de parâsitos vivos recibe el nombre de 
leishmanizaciôn (LZ) (Nadim et al., 1983), y sôlo es eficaz frente a infecciones 
producidas por especies del complejo major, la mâs benigna de las leishmaniasis, 
eficaz y utilizada como vacunaciôn en Oriente Prôximo en los anos 70 y 80 con 
promastigotes de L. major. En la mayoria de los casos las ûlceras producidas eran 
similares a las de la infecciôn natural e incluse provocaba en ciertos casos una 
reactivaciôn de la enfermedad por lo que se detuvo este tipo de vacunaciôn 
(Khamesipour et al., 2006).
• Vacunas de seounda aeneraciôn. Consiste en la inoculaciôn de parâsitos 
atenuados , modificados genéticamente o de antigenos purificados. También incluye la 
inoculaciôn de bacterias o virus que expresen un antigeno de Leishmania (Palatnik-de- 
Sousa, 2008). Recientemente se ha evaluado la antigenicidad proteinas de uniôn a 
ARNm de la familia PUF de L. infantum frente a suero de hâmster con leishmaniasis
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visceral, con resultados prometedores de las mismas como posibles candidatos a 
vacunas (Folgueira et al.). En Brasil se ha aprobado la vacuna basada en el ligando 
del receptor de fucosa-manosa (Leishmune®) (Dantas-Torres, 2006) para el 
tratamiento de la leishmaniasis visceral canina.
• Vacunas de tercera aeneraciôn. Se trata de vacunas de ADN, consisten en la 
inoculaciôn de un plâsmido de expresiôn eucariota con el gen clonado de un 
determinado antigeno. La primera vacuna de este tipo fue un plâsmido portador de un 
fragmente de Gp63 (Xu y Liew, 1994). Otras de las vacunas empleadas se basan en 
construcciones con el antigeno LACK {Leishmania homologue for receptors for 
activated C Kinase) y con cisteina proteinasas A y B (Khamesipour et al., 2006).
G) Quimioterapia.
En la actualidad existe un conjunto de fârmacos disponibles relativamente eficaces 
para el tratamiento de la leishmaniasis. Sin embargo no estân exentos de 
inconvenientes; resistencias al medicamento, toxicidad, y apariciôn de récidivas;
• Antimoniales orcânicos oentavalentes. Hasta hace pocos anos eran los 
fârmacos de primera elecciôn. Las dos formas utiiizadas son el antimoniato de 
meglumina (Glucantime®) y el estibogluconato sôdico (Pentostam®), ambas de 
administraciôn intravenosa. Para que el fârmaco sea active se requiere la reducciôn 
del estado de oxidaciôn Sb®  ^ a Sb®"^ , siendo la forma trivalente responsable de la 
toxicidad del fârmaco y de sus efectos secundarios adverses. La reducciôn tiene lugar 
tanto en el macrôfago (Carter et al., 2006) como en el amastigote (Zhou et al., 2006; 
Zhou et al., 2004). El mecanismo de acciôn de estos fârmacos se basa en la reducciôn 
de la capacidad redox del parâsito, esencialmente por depleciôn de los niveles de 
GSH y TSH inducidos por Sb®  ^ (Wyllie et al., 2004) e inhibiciôn de la tripanotiona 
reductasa que conduce a la muerte por apoptosis (Sudhandiran y Shaha, 2003).
Los compuestos antimoniales actùan de manera eutimica, es decir, sinergizan con 
la respuesta inmune celular protectora, al disminuir la carga parasitaria de Leishmania, 
con reversiôn de una respuesta inmune permisiva frente a la infecciôn en protectora 
(Murray, 2000).
• Pentamidina. Se utiliza como terapia de sustituciôn en los casos mâs 
resistentes a antimoniales pentavalentes, pero por su toxicidad su uso es muy 
restringido, sôlo utilizado como terapia de mantenimiento en pacientes con VIH. Su 
formulaciôn liposomal, o nuevos anâlogos de la misma mejoran su indice terapéutico 
(Croft et al., 2006)
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• Anfotericina B. Es un antibiôtico poliénico obtenido a partir del actinomiceto 
Streptomyces nodosus. Su acciôn létal se basa en la permeabilizaciôn selectiva de la 
membrana plasmâtica del patôgeno, por su interacciôn preferente con el ergosterol, 
sobre el colesterol, présente en la membrana de las células de mamifero (Ramos et 
al., 1996). Sus formulaciones lipidicas coloidal (Amphocil®) o en complejos lipidicos 
(Albecet®) y especialmente la liposomal (Ambisome®), la convierten en el actual 
tratamiento de elecciôn para leishmaniasis visceral en zonas con alta resistencia a 
antimoniales orgânicos en India y Etiopia. No es util en el caso de las leishmaniasis 
cutâneas y mucocutâneas (Croft et al., 2006). Su administraciôn intravenosa, la 
duraciôn del tratamiento, los importantes efectos adversos, excepto en sus 
formulaciones lipidicas y el elevado coste del Ambisome son sus principales 
inconvenientes (Croft y Yardiey, 2002; Vanlerberghe et al., 2007). Hasta la fecha, sôlo 
se han citado casos de resistencia a anfotericina en laboratorio bajo crecimiento del 
parâsito bajo presiôn continua del fârmaco, que cursa con cambios cualitativos y 
cuantitativos de esteroles de la membrana plasmâtica (Croft et al., 2006). No obstante 
no se han registrado aislados clinicos resistentes.
• Paramomicina. Se trata de un aminoglicôsido catiônico. En bacterias actùa
mediante uniôn a la subunidad 303 del ribosoma bacteriano con inhibiciôn de la 
sintesis de proteinas, pero la extrapolaciôn a Leishmania como mecanismo de acciôn 
no es trivial. En Leishmania se ha observado disfunciôn mitocondrial (Croft et al.,
2006). Debido a que su uso aùn no estâ extendido no existen casos de resistencia; la 
administraciôn es tanto tôpica como por via parenteral. En leishmaniasis visceral en 
India el porcentaje de curaciôn es similar al obtenido con anfotericina B (Sundar et al.,
2007).
• Azoles. Fueron desarrollados y utilizados como antifùngicos. Inhiben la ruta
biosintética del ergosterol (Croft et al., 2006), con alteraciôn estructural de las 
membranas celulares. Los azoles mâs comunes ensayados en Leishmania son 
fluconazol, ketoconazol e itraconazol (Roberts et al., 2003).
• Sitamacuina WR6026. (4-metil-6-metoxi-8-aminoquinolina, leptidina). Posee un
amplio espectro de acciôn sobre protozoos. Se encuentra en ensayos clinicos en fase
Il b en el tratamiento de la leishmaniasis visceral (Jha et al., 2005; Wasunna et al.,
2005), por lo que no hay resistencias descritas. El mecanismo de acciôn no es 
totalmente esclarecido, interacciona con los fosfolipidos aniônicos de la membrana 
plasmâtica del promastigote (Duenas-Romero et al., 2007), e induce pérdida del 
potencial interno mitocondrial y la alcalinizaciôn de los acidocalcisomas (Vercesi y 
Docampo, 1992; Vercesi et al., 2000), donde se acumula; sin embargo mutantes 
déficientes en acidocalcisomas son igualmente susceptibles (Lopez-Martin et al..
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2008).
• Miltefosina (hexadecilfosfocolina) v alauil-lisofosfolipidos (ALPs). En su origen 
fueron desarrollados como anâlogos del factor activador de plaquetas PAF {platelet 
activating factor) para su uso como antitumorales (Brachwitz y Vollgraf, 1995; Runge et 
al., 1980). Su actividad leishmanicida sobre L. donovani fue descrita por primera vez 
en 1987 (Achterberg y Gercken, 1987; Croft et al., 1987). En marzo del 2002 la 
miltefosina fue aprobada como fârmaco contra la leishmaniasis visceral en India y 
comercializada bajo el nombre de Impavide® (Zentaris, Alemania) (Sindermann et al.,
2004). Sus ventajas radican en su administraciôn oral y escasos efectos secundarios, 
asi como su eficacia de curaciôn en India, superior al 95%, en pacientes con 
leishmaniasis visceral, incluse frente a fracaso previo con antimoniales (Jha et al., 
1999; Sundar et al., 1998). Los efectos secundarios descritos fueron trastornos 
gastrointestinales, y cierta actividad teratogénica en ratones, que desaconseja su 
empleo en mujeres embarazadas o en edad fértil sin tratamiento anticonceptivo 
(Murray, 2000).
Las resistencias descritas hasta ahora (ûnicamente in vitro) se basan en una 
acumulaciôn defectuosa del fârmaco, causadas por mutaciôn en su translocador 
(LdMT), una ATPasa tipo-P de la subfamilia de las aminofosfolipido-translocasas y su 
subunidad reguladora. Con menor importancia la resistencia se ha asociado a bombas 
de eflujo (Perez-Victoria et al., 2003; Perez-Victoria et al., 2006; Perez et al., 2006). 
Miltefosina induce apoptosis en el parâsito (Verma et al., 2007), sus dianas son 
diversas, origina disfunciôn mitocondrial en Leishmania con reducciôn del potencial 
electroquimico mitocondrial (Luque-Ortega y Rivas, 2007), asi como la inhibiciôn de la 
sintesis de éter-lipidos e inversiôn en la relaciôn fosfatidilcolina:fosfatidiletanolamina 
de la membrana plasmâtica (Rakotomanga et al., 2007)
• Inmunoterapia. La curaciôn de la enfermedad se asocia a una respuesta T h i 
con producciôn mayoritaria de IL-12 e IFN-y en ratones resistentes a la enfermedad 
(Rogers et al., 2002). Una estrategia alternativa al tratamiento de la leishmaniasis 
consiste en la potenciaciôn de los mecanismos inmunes protectores del hospedador, 
mediante activadores del sistema inmune que potencian la respuesta T h i frente a la 
Th2. Entre ellos los mâs destacados son BGN (Cabrera et al., 2000), muramil 
dipéptido (Adinolfi et al., 1985), glucano (Avila et al., 1982), tuftsina (Cillari et al., 1994), 
proteina A (Chose et al., 1999), tucaresol (Smith et al., 2000), o imiquimod sôlo o en 
combinaciôn con itraconazol en el tratamiento de leishmaniasis cutânea (Al-Mutairi et 
al., 2009). Otra estrategia es la combinaciôn de antimoniales con IFN-y, como 
citoquina T h i. con aceleraciôn de la eliminaciôn de los parâsitos y reducciôn del 
periodo de tratamiento (Murray, 2000).
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1.2.2. Staphylococcus aureus. 
1.2.2.1. Caracteristicas microbiolôgicas.
El género Staphylococcus fue descrito por Ogston en 1883 (Ogston 1883), el 
derivado del griego staphylé (“en racimo de uvas”), por su morfologia en cultive. Son 
cocos Gram-positivos, de 0.5-1.0 pm de diâmetro, inmôviles, aerobios y anaerobios 
facultatives, no formadores de esporas y generalmente no capsulados. El género 
Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcacea, compuesta por 35 especies y 
17 subespecies, entre ellas, S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticcus, S. 
lugdunensis, S. schleferi, S. warneri, y S. saprophyticus son agentes etiolôgicos de 
infecciones en humanos. S. aureus es la especie con mayor patogenicidad y virulencia 
para el hombre, aunque también forma parte de la microbiota de piel y mucosas.
Sus caracteristicas diferenciales son; su tolerancia halofilica; sintesis de 
carotenoides; coagulasa, catalasa y ADNasa positive; y fermentaciôn del manitol.
1.2.2.2. Epidemiologia.
S. aureus es un patôgeno oportunista que forma parte de la microbiota humana del 
30-50% de la poblaciôn, por ello, el hombre (enferme o portador) constituye el principal 
reservorio del microorganismo. Histôricamente, se ha considerado como une de los 
agentes infecciosos nosocomiales mâs importantes (Palavecino, 2007), en herida 
quirùrgica (10-28%), bacteriemias (10-21%) generadas a partir de catéter, y la 
neumonia (15-40%), principalmente en enfermes bajo ventilaciôn mecânica (Pujol et 
al., 1994; Rodriguez-Bano et al., 2009). Sin embargo, en los ultimes anos las 
infecciones por S. aureus comunitarios han adquirido gran relevancia en clinica (Millan 
et al., 2009), que varian desde infecciones leves de piel y partes blandas (Chambers y 
Deleo, 2009) hasta casos graves de neumonia necrotizante o sepsis (Zetola et al.,
2005). S. aureus posee una alta capacidad intrinseca de adquisiciôn de resistencias, 
tanto por mutaciôn como por transferencia horizontal de genes (Chambers y Deleo,
2009). Las infecciones causadas por S. aureus multirresistentes han sufrido una 
expansiôn a nivel mundial, apareciendo brotes incluse en paises donde su prevalencia 
era casi inapreciable (Larsen et al., 2007; Stam-Bolink et al., 2007), constituyendo una 
grave amenaza sanitaria global.
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1.2.2.3. Resistencia a antibiôticos en S. aureus.
A) Evoluciôn de la resistencia en S. aureus
S. aureus fue el primer microorganismo donde se describiô la inducciôn de 
resistencia a antibiôticos. La utilizaciôn terapéutica de la penicilina iniciada en la 
década de los 40 fue condujo al aislamiento de las primeras cepas resistentes a la 
misma (Barber y Mainprise, 1947). Idéntico proceso sucediô para otros antibiôticos y 
en 1957 muchas cepas de S. aureus eran multirresistentes a penicilina, 
estreptomicina, tetraciclina, cloramfenicol y eritromicina (Shanson, 1981). En 1959 se 
introduce la meticilina, una penicilina semisintética no degradada por p-lactamasas, 
efectiva hasta 1961, cuando devons y Knox aislan en Inglaterra las primeras cepas 
resistentes a meticilina (devons, 1961). Dos anos después aparece el primer brote 
epidémico de infecciôn hospitalaria por S. aureus resistente a meticilina (SARM) en el 
Reino Unido (devons et al., 1963), y a todos los P-lactamicos, incluidas las 
cefalosporinas y carbapenemes. Respecto a los aminoglicôsidos, las primeras cepas 
resistentes se detectaron en 1959 en Estados Unidos, y en los anos 70 en Europa 
(Crossiey et al., 1979). A finales de los anos 80 se describen multiresistencias a 
cloramfenicol, tetraciclina, macrôlidos, lincosaminas, aminoglucôsidos y 
fluoroquinolonas (Schaefler, 1989). Actualmente la vancomicina es el tratamiento de 
elecciôn frente a estas cepas multirresistentes, pero su uso excesivo en los ùltimos 
anos ha originado cepas SARM con resistencia intermedia (VISA) y total (VRSA) a 
vancomicina (Appelbaum, 2006), con la consiguiente alarma clinica.
La tabla 1.6 resume los mecanismos de resistencia de S. aureus a los antibiôticos 
empleados en clinica y los genes asociados a dichas resistencias.
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Tabla 1.6. Mecanismos de resistencia a antibiôticos en S. aureus y genes asociados.
Antibiâtico Mecanismo 
dé acciôn
Genoédo
rasistenda
Mocahbmo de resietencia Reférenclas
P-lactàmicos
Inhibiciôn de 
la sintesis del 
peptidoglicano.
blaZ
mecA
Hidrôlisis enzimâtica del nùcleo 
P-lactâmico.
Baja afinidad para PBPs.
(Schmitz et al., 
1999a)
(Hartman y 
Tomasz, 1984)
Aminoglucôsidos
Inhibiciôn de la 
sintesis de 
proteinas. 
(Subunidad 
308).
aacA-aphD, 
aadA, aadD, 
aphA, aphC, 
spc, strA
Acetilaciôn o adenilaciôn del 
antibiôtico (Zhu et al., 2007)
Cloramfenicol
Inhibiciôn de la 
sintesis de 
proteinas. 
(Subunidad 
50S).
cat Acetilaciôn del antibiôtico (Parent y Roy, 1992)
Flouroquinolonas
Inhiben la 
replicaciôn del 
ADN
(ADN girasa).
gyrA/gyrB 
norA 
griA (ô parC)
Mutaciones en los genes de la 
ADN girasa.
Bombas de expulsiôn.
Mutaciones en el gen de la ADN 
topoisomerasa IV.
(Schmitz et al., 
1999b)
Âcido fusidico
Inhibiciôn de la 
sintesis de 
proteinas. 
(Factor de 
elongaciôn G)
fusA 1 fusB
Alteraciôn del factor de 
elongaciôn G / Disminuciôn de la 
permeabilidad
(O'Neill et al., 
2007)
Glucopéptidos
Inhibiciôn de la 
sintesis de la 
pared 
bacteriana
Sistema de 
dos 
componentes 
Van RA/an S
Incremento de sintesis de 
peptidoglicano y 
secuestro por la pared celular
(Hanaki et al., 
1998; Hong et al., 
2008)
Macrôlidos,
lincosamidas
Inhibiciôn de la 
sintesis de 
proteinas. 
(subunidad 
50S)
ermA, ermB, 
ermC.
mrsA.
Metilaciôn de ARNr. 
Bombas de expulsiôn.
(Zhu et al., 2007)
Mupirocina
Inhibiciôn de la
sintesis de
proteinas.
(Isoleucil-
ARNt-
sintetasa)
mupA Mutaciôn de la isoleucil-ARNt- 
sintetasa. (Patel et al., 2009)
Tetraciclinas
Inhibiciôn de la 
sintesis de 
proteinas 
(Subunidad 
30S).
tet(K), tet(M) Bombas de expulsiôn. Protecciôn ribosomal. (Ardic et al., 2005)
Trimetroprin
Inhibiciôn de la 
sintesis del 
âcido
tetrahidrofôlico
dfrA Obtenciôn alternativa de folato 
por una hidrofolato reductasa
(Weigel et al., 
2003)
Rifampicina
Inhibiciôn de la 
sintesis de 
proteinas 
(ARN
polimerasa)
rpoB Mutaciôn de la ARN polimerasa
(Aubry-Damon et 
al., 1998)
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B) Evoluciôn de las cepas SARM.
Hasta el ano 1990 las infecciones por SARM se restringian al âmbito hospitalario, 
con mayor incidencia en pacientes de riesgo. En la actualidad SARM aparece en el 
ambiente extrahospitalario, en personas con reciente hospitalizaciôn o que han 
permanecido en contacte con pacientes, que actùan como portadores de SARM, en la 
comunidad. A finales de 1990 se publicaron los primeros casos de colonizaciôn y/o 
infecciôn por SARM comunitarios (SARM-CO) en Estados Unidos en nihos no 
relacionados con el âmbito sanitario y sin factores de riesgo tlpicos asociados a dicha 
infecciôn (Herold et al., 1998). En la actualidad su diseminaciôn es global (Fridkin et 
al., 2005; Manzur et al., 2008; Turnidge y Bell, 2000; Witte et al., 2004). Algunos 
autores denominan a taies aislados cepas hipervirulentas o altamente transmisibles, 
capaces de infectar individuos sanos (Kobayashi y DeLeo, 2009). Las bases 
moleculares de tal hipervirulencia no se conocen con detalle, con gran controversia 
respecto a sus factores de virulencia en las mismas. Se ha postulado que la toxina 
LPV, présente en el 77% de los aislamientos de CO-SARM (Naimi et al., 2003), podria 
servir de marcador molecular de las mismas.
1.2.2.3. Pâtogenia y factores de virulencia.
El establecimiento o no de la infecciôn por S. aureus dependerâ tanto de los 
factores de virulencia bacterianos, como del estado inmunolôgico del hospedador. En 
la acciôn patôgena de la bacteria intervienen los componentes de la pared celular, la 
producciôn de enzimas y toxinas que favorecen la invasiôn y diseminaciôn tisular, y la 
capacidad de multiplicaciôn de la misma en el hospedador.
A) Componentes de la pared celular.
Las bacterias Gram-positivas se caracterizan por poseer una gruesa pared 
extracelular cuyo componente principal es el peptidoglicano, que sirve de anclaje a 
una amplia variedad de moléculas; àcidos teicoicos, àcidos teicurônicos, polifosfatos, 
carbohidratos y proteinas. La funciôn principal de la pared celular es la de protecciôn 
frente a la lisis tanto mecânica como osmôtica, actuando como exoesqueleto que 
protege a la bacteria del medio (Navarre y Schneewind, 1999). Los componentes de la 
pared que actùan como factores de virulencia son descritos a continuaciôn:
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• Peptidoqiicano. Es el componente principal de la pared celular de las bacterias 
Gram-positivas. Esta formado por un pentapéptido unido a una cadena 
oligosacaridica, compuesta por unidades repetitivas del disacârido N-acetil- 
glucosamina y écido N-acetilmuràmico, unidas entre si mediante enlaces p-1,4. La 
cadena polisacaridica esta muy conservada en todas las Gram-positivas, en 
contraposiciôn a la g ran variabilidad del péptido entre especies. El peptidoglicano es 
esencial en el mantenimiento de la integridad celular. Actûa como endotoxina 
proinflamatoria, induciendo la producciôn de citoquinas (TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8) en 
monocitos y macrôfagos (Fournier y Philpott, 2005).
• Àcidos teicoicos. Pueden encontrarse unidos al âcido N-acetilmuràmico del 
peptidoglicano o a los lipidos de la membrana citoplasmàtica de la bacteria, recibiendo 
en este caso el nombre de àcidos lipoteicoicos (ALT) (composicion mostrada en la 
fig.1.10). Se trata de polimeros con alta densidad de carga negative, que intervienen 
en; balance de cationes en la superficie celular, division celular y regulaciôn de la 
autolisis del peptidoglicano (Fischer, 1988), as! como en la regulaciôn de la respuesta 
inflamatoria; ALT de S. aureus provoca secreciôn de citoquinas de monocitos y 
macrôfagos (TNFa, IL-1, IL-10, IL-12, IL-8, factor del complemento Sa, MCP-1, MIP- 
1a, y GM-CSF), los sustituyentes de D-Ala en el àcido teicoico juegan un papel 
primordial, ya que su hidrôlisis reduce significativamente la inducciôn de las citoquinas 
citadas (Fournier y Philpott, 2005).
u -p -  Peptidoglicano
U“CHj
Âcido teicoico Unidad de andaje al peptidoglicano
(polinbilolfosfato) 3 residues de gticerolfosfato,
R1= D-Ala ô H N-acetilmanosæiina y
R2= NAG N-acetiIglucosamina
CH —O — Âcido graso 
C H ? - o  -  Âcido graso
V
Âcido Lipoteicoico Unidad de anciaje a la membrana
(poliglicerofosfato) gentibiosil diaclIgliceroJ
R2= D-Ala, NAG 6 H
Figura 1.10. Estructura del âcido teicoico (A) y lipoteicoico (B) de S. aureus. NAG= N-acetiIglucosamina. 
Modificado de Foumier B. y Philpott D. 2005.
CH2-O
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•  Proteinas. La pared celular de S. aureus cuenta con multiples proteinas unidas 
covalentemente al peptidoglicano y que cumplen diferentes funciones: i) adhesion del 
microorganismo (proteinas de union a colâgeno o fibronectina), ii) agregaciôn 
bacteriana (coagulasa ligada o factor de agregaciôn bacteriano), iii) proteina A 
especifica de S. aureus (SPA), implicada en la inhibiciôn de la opsonizaciôn y 
fagocitosis (Navarre y Schneewind, 1999).
•  Capsula externa o olicocàlix. Es la capa mas externa de la pared celular, de 
naturaleza polisacaridica e implicada en la adherencia de la bacteria. Su presencia 
aumenta la virulencia por évitar la fagocitosis. Hay 11 serotipos capsulares diferentes, 
de los cuales los serotipos 5 y 8 son los mâs comunes en las infecciones.
B) Enzimas.
Actùan en el entorno local del foco de infecciôn, las principales son:
•  Catalasa. Dégrada el perôxido de hidrôgeno y protege al microorganismo 
durante la fagocitosis.
• Coagulasa. Se encuentra bajo dos formas; la coagulasa ligada y la coagulasa 
libre o extracelular, ambas intervienen en la formaciôn de coâgulos, por conversiôn del 
fibrinôgeno en fibrina, favoreciendo los procesos sépticos y la formaciôn de abscesos. 
Existe una fuerte correlaciôn entre la producciôn de coagulasa y la virulencia de la 
cepa (Larkin et al., 2009).
•  Hialuronidasa. Dégrada el âcido hialurônico de la matriz del tejido conjuntivo, 
facilitando asi la propagaciôn de la infecciôn (Larkin et al., 2009).
•  Penicilinasa. Es una (3-lactamasa que inactive la penicilina mediante la 
hidrôlisis del anillo p-lactamico. En la actualidad es producida por la practice totalidad 
las cepas de S. aureus (Schmitz et al., 1999a).
• Proteinasas. La proteasa V8 y la aureolisina contribuyen a la resistencia de la 
bacteria al sistema inmune mediante la hidrôlisis de péptidos antimicrobianos 
humanos, incluyendo LL-37 (Sieprawska-Lupa et al., 2004).
• Otras enzimas. La mayoria de las cepas de S. aureus sintetizan otras enzimas 
adicionales que favorecen su invasiôn y diseminaciôn (lipasas, nucleases y 
estafiloquinasas) (Larkin et al., 2009).
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C) Toxinas.
Determinadas cepas de S. aureus producen exotoxinas con acciôn en zonas 
distantes al foco infeccioso (Dinges et al., 2000). Las mâs importantes son;
• Hemolisinas. Producidas por la mayoria de las cepas, se han descrito 4 tipos 
diferentes (a-, p-, y- y 5-); la mâs frecuente es la a-hemolisina, también conocida como 
toxina-a, causa destrucciôn de las células del hospedador; células epiteliales, 
eritrocitos, fibroblastos y monocitos. La toxina purificada e inyectada en modelos 
animales es létal. La virulencia es proporcional al nivel de expresiôn de la toxina por el 
correspondiente aislado (Chambers y Deleo, 2009).
• Leucocidina de Panton-Valentine (LPV). En 1932 Panton y Valentine 
describieron una toxina de S. aureus létal en conejo distinta de las hemolisinas 
conocidas hasta la fecha (Panton y Valentine, 1932). Posteriormente, LPV ha sido 
asociada a infecciones graves de piel y neumonias necrotizantes. Estâ compuesta por 
dos subunidades LukF-PV y LukS-PV, que se insertan en la membrana plasmâtica de 
células mieloides formando poros con alteraciôn de la permeabilidad y, como 
consecuencia, la destrucciôn celular (Kobayashi y DeLeo, 2009).
•  Toxinas exfoliativas o eoidermoliticas. Se han identificado los serotipos A y B, 
ambos poseen actividad proteolitica y actùan destruyendo los desmosomas del estrato 
granuloso de la epidermis, causando el sindrome de la piel escaldada.
•  Enterotoxinas. Se han descrito 8 serotipos estafilocôcicos (A-l) siendo el mâs 
comùn el serotipo A. Son termoestables y resistentes a las enzimas digestivas. Son las 
responsables de las intoxicaciones alimentarias y cuadros de enterocolitis. Poseen las 
caracteristicas inmunomoduladoras propias de los superantigenos (Fraser y Proft,
2008).
•  Toxina 1 del sindrome del shock tôxico (TSST-1). Anteriormente denominada 
exotoxina pirogénica C o enterotoxina F. Actùa como superantigeno, induciendo la 
liberaciôn de citoquinas por macrôfagos y linfocitos T en ausencia de antigeno. A baja 
concentraciôn causa la extravasaciôn en células endoteliales y a mayor concentraciôn 
es citotôxica (Tristan et al., 2007).
•  Péptidos de modulina solubles (PMSL Recientemente se han descrito péptidos 
asociados a la mayor virulencia de las cepas CO-SARM. Se han divide en dos grupos; 
los a, de mener tamano (20 residues), y los p (40 residues), ambos con capacidad de 
activaciôn y posterior lisis de neutrôfilos.(Wang et al., 2007).
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1.2.2.4. Vacunas en S. aureus.
En la actualidad no existe una vacuna eficaz contra S. aureus. Se ha empleado 
una amplia variedad de antigenos (capsulares, proteinas de la pared celular, àcidos 
teicoicos...) para lograr una vacuna efectiva. La farmacéutica Nabi alcanzô la fase 
clinica III con una vacuna que combinaba antigenos capsulares (CP5 y CP8) de S. 
aureus con una exoproteina de Pseudomonas aeruginosa (ETA), finalmente, al no 
evitar la bacteriemia, no fue comercializada (Garcia-Lara y Foster, 2009). El fracaso de 
las vacunas obedece a la multifactoriedad de la virulencia del patôgeno. Una vacuna 
eficaz deberia; i) prévenir la adherencia de la bacteria, ii) promover fagocitosis y 
eliminaciôn de la bacteria, y iii) neutralizar las exotoxinas bacterianas. Por ello las 
estrategias actuales se basan en la combinaciôn de antigenos. La misma 
farmacéutica citada iniciô un estudio en el 2007 combinando CP5, CP8, el componente 
polisacaridico 336 y dos toxinas estafilocôcicas (Garcia-Lara y Foster, 2009). Otra 
estrategia empleada consiste en la inmunizaciôn con toxinas inactivas, como la 
producida por un mutante no tôxico de TSST-1 que protege al conejo trente a la 
infecciôn (Hu et al., 2003), o la inmunizaciôn pasiva por administraciôn de anticuerpos 
monoclonales generados con un fragmento inactivo de la toxina-a (H35L) que confiere 
reducciôn de la mortalidad en un modelo murino (Ragle y Bubeck Wardenburg, 2009).
1.2.3. Acinetobacter baumannii.
1.2.3.1. Caracteristicas microbiolôgicas.
El género Acinetobacter ha experimentado numerosos cambios taxonômicos 
desde su descripciôn inicial como Micrococcus calcoaceticus en 1911 por Beijerinck, 
(Peieg et al., 2008). Durante las siguientes décadas otros organismes similares fueron 
descritos y asignados al menos a 15 géneros y especies diferentes. La asignaciôn del 
género actual, Acinetobacter, derivada del griego Akinetos (no môvil), fue propuesta 
por Brisou y Prévout en 1954 (Brisou y Prevot, 1954), posteriormente Bauman y 
colaboradores agruparon estas 15 especies bajo el género comùn Acinetobacter 
(Baumann et al., 1968). Actualmente mediante genotipado se han identificado 33 
genoespecies diferentes (Vaneechoutte et al., 1995). Todas se caracterizan por ser 
cocobacilos Gram-negativos con tamano 1.0-1.5 pm, no môviles, no fermentadores, 
aerobios estrictos y oxidasa negativos. Las especies del género Acinetobacter se 
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza: han sido aisladas de suelo, 
agua y vegetales, y en un 25% de la poblaciôn forman parte de la flora normal de la
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piel. También se encuentran en la cavidad oral y tracto respiratorio en un 7% de 
individuos sanos (PeIeg et al., 2008).
Desde el punto de vista cllnico las genoespecies mâs relevantes son la 3, la 13TU 
y la genoespecie 2, que corresponde a Acinetobacter baumannii. Estas très especies 
junto con A. calcoacéticus o genoespecie 1 (raramente asociada a procesos
infecciosos), se incluyen en el denominado complejo A. calcoaceticus-A. baumannii. 
Son especies muy relacionadas genéticamente y de dificil diferenciaciôn fenotipica 
(Gerner-Smidt y Tjernberg, 1993), siendo A. baumannii la mâs frecuente en
aislamientos de infecciones, con fâcil adaptaciôn y supervivencia a diversos 
ambiantes, y fâcil desarrollo de resistencias (Cisneros y Rodriguez-Bano, 2002).
1.2.3.2. Epidemiologîa.
Acinetobacter baumannii es un patôgeno oportunista caracterizado por su
persistencia en el ambiante hospitalario, tanto en medios inanimados (equipos 
médicos reutilizables, guantes, camas, sistemas de ventilaciôn, etc) que actùan como 
reservorios para la colonizaciôn de pacientes, como en el personal sanitario
(Karageorgopoulos y Falagas, 2008). Se trata por tanto de un patôgeno esencialmente 
nosocomial, con especial incidencia en pacientes inmunodeprimidos de UCIs. Los 
cuadros clinicos mâs comunes son neumonia y bacteriemia, ademâs de infecciones 
de piel en heridas quirùrgicas y quemados, e infecciones del tracto urinario. Con 
menor frecuencia origina cuadros de meningitis y peritonitis (Karageorgopoulos y 
Falagas, 2008). Se han descrito casos esporâdicos de neumonias y bacteriemias por 
A. baumannii comunitarios en individuos con enfermedad pulmonar obstructiva 
crônica, y en grandes consumidores de tabaco y alcohol (Falagas et al., 2007), pero no 
en individuos sanos. La preocupaciôn clinica principal es el desarrollo de resistencias 
del microorganismo durante el tratamiento de la infecciôn, por el agotamiento del 
nùmero de agentes disponibles.
Las primeros brotes endémicos o epidémicos por A. baumannii multirresistentes 
sucedieron en los anos 80 (Beck-Sague et al., 1990; Buisson et al., 1990). En la 
actualidad, este patôgeno causa un nùmero de infecciones nosocomiales superior al 
de otros BGN en muchos hospitales del mundo, tanto limitadas y esporâdicas en forma 
de brotes endémicos, o bien persistentes, cuya erradicaciôn requiere la aplicaciôn de 
medidas drâsticas y que frecuentemente desencadena epidemias (Landman et al.,
2002).
45
In troducciôn
1.2.3.3. Resistencia a antibiôticos en Acinetobacter baumannii.
Acinetobacter baumannii es el paradigma de las bacterias multirresistentes. Tanto 
la expresiôn constitutive de bombas de expulsiôn, como su membrana externa poco, 
permeable a determinados antibiôticos, le confieren resistencia intrinseca a un amplio 
numéro de antibiôticos. Por otro lado, présenta dos caracteristicas fondamentales para 
la adquisiciôn de resistencias multiples:
1) Su mencionada capacidad de adaptaciôn y de supervivencia en medios 
inanimados (Musa et al., 1990), caracterlstica que favorece la persistencia de la 
bacteria en el ambiente hospitalario, donde se encuentra sometida a presiôn 
antibiôtica permanente, con selecciôn de cepas resistentes.
2) La capacidad de adquisiciôn de elementos génicos de otras bacterias 
(plâsmidos, transposones e integrates). Goldstein y cols, demostraron la presencia de 
un plàsmido en A. baumannii que continene 3 genes de resistencia; el gen que codifica 
para la p-lactamasa TEM-1 y dos genes codificantes para enzimas modificadoras de 
aminoglucôsidos (APH(3')(5')I y ADD(3")(9) (Goldstein et al., 1983). Posteriormente 
Ribera y cols, caracterizaron el transposôn portador de los genes tetR y tetA, de 
resistencia a tetraciclina. En los ùltimos anos se han publicado numerosos articulos 
sobre el papel de los integrones como elementos génicos portadores de genes de 
resistencia a antibiôticos en esta bacteria (Gombac et al., 2002; Lee et al., 2005; Lee 
et al., 2009). Una parte significative del genoma de A. baumannii (17.2%) se encuentra 
localizado en 28 islas genômicas demostrando la adquisiciôn de ADN exôgeno, 16 de 
las cuales contienen genes implicados en la virulencia y resistencia (Smith et al.,
2007). En la tabla 1.7 se recogen los mecanismos de resistencia a los antibiôticos y las 
proteinas y/o genes asociados.
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Tabla 1.7. Mecanismos de resistencia a antibiôticos en A. baumannii y genes y/o proteinas asociados.
Antibiôtico NIecanismo 
de acciôn
EnzWa# / 
'P#ô#eW#is /  
Genes
Mécanisme de resistencia Refferencias
p-lactàmicos
Inhibiciôn de 
la sintesis de 
la pared 
bacteriana.
AmpC
0XA51
OXA23
OXA40
OXA58
TEM-1
TEM-2
PER-1
VEB-1
CTXM-2
Carbapenemasas 
Otras p-lactamasas
(Mak et al., 2009; 
Vila et al., 1993)
Aminoglucôsidos
Inhibiciôn de 
la sintesis de 
proteinas.
AdeABC
AACs
ANTs
APHs
Sobreexpresiôn de bombas 
de expulsiôn
Aminoglicôsido
acetiltransferasas,
Aminoglicôsido
nucleotidiltransferasas
Aminoglicôsido
fosfotransferasas.
(Nemec et al., 
2004)
Cloramfenicol
Inhibiciôn de 
la sintesis de 
proteinas.
CraA 
APH( 3')IV
Bomba de expulsiôn
Cloramfenicol
acetiltransferasa
(Roca et al., 
2009)
(Vila et al., 1993)
Flouroquinolonas
Inhiben la 
replicaciôn del 
ADN
gyrA / parC 
AdeABC / AbeM
Mutaciones de los genes de 
la ADN g i rasa y ADN 
topisomerasa
Sobreexpresiôn de bombas 
de expulsiôn.
(Mak et a/., 2009)
Tetraciclinas
Inhibiciôn de 
la sintesis de 
proteinas
T etA,T etB, AdeABC 
TetM
Bombas de expulsiôn.
Inhibiciôn de la uniôn de Tet 
al ribosoma.
(Huys et al., 
2005; Mak et al., 
2009)
1.2.3.4. Patogenicidad y virulencia de A. baumannii.
La ubicaciôn de A. baumannii en una escala de patogenicidad es dificil (Joly- 
Guillou, 2005); aunque no causa infecciones en individuos sanos, la gravedad de las 
mismas en individuos inmunocomprometidos le compara con otros microorganismos 
de alta patogenicidad, incluse se ha denominarlo como “el Gram-negativo S ARM” 
(Rello, 1999). A continuaciôn se describen los principales componentes implicados en 
la virulencia del microorganismo.
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A) Componentes de la membrana externa.
• Lipopolisacârido. En la lînea celular monocîtica humana THP-1 la 
concentraciôn minima requerida de LPS para provocar la liberaciôn de IL-8 y 
producciôn de TNF-a fue de 0.1 ng/mL y 1.0 ng/mL, respectivamente (Erridge et al.,
2007). Otros estudios in vivo confirman una capacidad endotôxica del LPS y del llpido 
A de A. baumannii similar a la de otras bacterias patôgenas como Salmonella spp.. El 
lipopolisacârido y el llpido A inactivan el sistema de complemento, inducen 
mitogénesis y aumentan la expresiôn de TNF-a en linfocitos B (Garcia et al., 1999). El 
antigeno O sinergiza con el exolipopolisacârido capsular en cepas productoras del 
mismo, en bloquear el acceso a la membrana externa de componentes del 
complemento, impidiendo su opsonizaciôn (Joly-Guillou, 2005).
• Adhesinas. A. baumannii posee fimbrias (p/7/), polisacâridos capsulares, y otros 
componentes de la membrana externa implicados en su uniôn a células hospedadoras 
(Bergogne-Berenzin et al., 2008). Las fimbrias han sido observadas en aislados que 
hemaglutinan eritrocitos (Sepulveda et al., 1998), y su expresiôn se asocia a adhesiôn 
y patogenicidad (Cevahir et al., 2008).
• Porinas de membrana externa (PME). La funciôn principal de las PME es la de 
formaciôn de poros que permitan el acceso de moléculas al periplasma. 
Adicionalmente intervienen en la adhesiôn a otras células o en la fijaciôn de 
compuestos bactericidas a la superficie de la membrana, impidiendo la interacciôn con 
sus dianas. Sus variaciones estructurales de sus niveles de expresiôn se relacionan 
con la resistencia antibiôtica del aislado (Vila et al., 2007). A. baumannii posee un 
numéro de porinas inferior al de otras bacterias Gram-negativas, que explica la baja 
difusibilidad de los antimicrobianos a través de su ME. En P. aeruginosa el coeficiente 
de permeabilidad a las cefalosporinas es de 2-7 veces mayor que el de Acinetobacter 
spp. (Sato y Nakae, 1991). Por otro lado, A. baumannii disminuye los niveles de 
expresiôn de determinadas porinas en presencia de antibiôticos (Fernandez-Cuenca et 
al., 2003; Mussi et al., 2005). Las principales porinas descritas en A. baumannii son:
• HMP-AB (“Heat Modifiable Protein”): Se trata de la mayor porina de A. 
baumannii ( 35.636 Da). Con alta homologia con la OmpA de enterobacterias y con la 
OprF de P. aeruginosa, de la familia de las OmpAs, caracterizadas por permitir la 
entrada de p-lactâmicos y sacâridos de hasta 800 Da (Gribun et al., 2003; Nitzan et al., 
1999).
• OmpA: Es un componente estructural de la mayoria de las especies de 
Acinetobacter, pero también es secretada al medio junto con otras proteinas y 
polisacâridos formando parte de una emulsiôn que interviene en la adhesiôn de la
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bacteria a superficies, formaciôn de biofilm, y senalizaciôn paracrina (Walzer et al.,
2006).
• OmpW: La funciôn de esta porina es desconocida, sin embargo, forma un canal 
hidrofôbico implicado en transporte de pequenas moléculas hidrofôbicas a través de la 
ME (Siroy et al., 2006). Présenta alta homologia con la proteina OprG de 
Pseudomonas spp., cuya expresiôn depende de las condiciones de crecimiento 
(temperature, concentraciôn de Mg^^), y asociada a modificaciones de la estructura del 
LPS. Se ha sugerido su implicaciôn en la adquisiciôn de hierro. La resistencia en 
cepas de P. aeruginosa se relaciona con los niveles de expresiôn de OprG (Siroy et 
al., 2006). En A. baumannii, el nivel de expresiôn de OmpW es mayor en cepas 
resistentes a colistina (Vila et al., 2007).
• Porinas relacionadas con resistencia a B-lactàmicos: En A. baumannii existen 
otras très porinas cuya expresiôn se inhibe en presencia de imipenem y como tal, 
ausentes en cepas resistentes al mismo: Omp 33-36 KDa, CarO de 29 KDa, y una 
proteina de 43 KDa homôloga de OprD de P. aeruginosa. Los poros résultantes 
regulan el transite de carbapenemes (Vila et al., 2007).
• Proteinas de membrana externa reouladoras de hierro (IROMPs): Son 
proteinas de membrana externa cuya expresiôn esté regulada por los niveles de hierro 
extracelulares. Su funciôn es la de sintesis y liberaciôn de siderôforos al medio 
extracelular, actuando como receptores de los complejos hierro-siderôforo y su 
transporte al interior celular (Goel y Kapil, 2001 ).
• Siderôforos: Los siderôforos son moléculas de bajo peso molecular (600-1000 
Da) con grupos funcionales que coordinan los iones Fe^ "^  con especificidad y alta 
afmidad por Fe^ "^ , compiten por el mismo in vivo con la ferri-lactoferrina, la ferritina y la 
ferri-transferrina y en ambientes terrestres o acuâticos con los hidrôxidos férricos 
(Ratledge, 2007). Son sintetizados y secretados por multitud de bacterias bajo 
carencia de hierro, y su asimilaciôn es paralela a la capacidad de invasiôn de los 
microorganismos. En los aislados clinicos de A. baumannii crecidos bajo 
concentraciôn limitante de Fe^^ se detectaron siderôforos tipo catecolato en el 
sobrenadante de cultives (Actis et al., 1993). Posteriormente se identified un nuevo 
siderôforo en A. baumannii ATCC 19606 denominado acinetobactina, cuyos grupos 
funcionales son catecolato e hidroxamato, con expresiôn variable en cepas clinicas 
(Yamamoto et al., 1994).
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B) Enzimas.
Esterasas, determinadas aminopeptidasas, ureasa y fosfatasa âcida de A. 
baumannii favorecen la colonizaciôn, diseminaciôn e inflamaciôn de los tejidos, como 
taies se consideran factores de virulencia de A. baumannii (Bergogne-Berenzin et al.,
2008).
1.2.3.5. Alternativas terapéuticas en el tratamiento de cepas multirresistentes.
• Imipenem: Ha sido el antibiôtico de elecciôn para infecciones por A. baumannii, 
sin embargo la diseminaciôn de resistencias al mismo ha requerido bûsqueda de 
alternativas terapéuticas (Rahal, 2006), como sulbactam (sôlo o combinado con 
ampicilina), rifampicina y colistina. Se han establecido terapias de combinaciôn 
buscando sinergias entre diferentes antibiôticos y mejorar la eficiencia del tratamiento.
• Sulbactam: Su eficacia es muy alta en infecciones leves y moderadas, no asi 
en infecciones graves donde es frecuente el fallo terapéutico (Corbella et al., 1998; 
Levin et al., 2003). En un estudio de multicéntrico en Espaha en 2004 se describe que 
menos de la mitad de los aislados eran sensibles a sulbactam (Fernandez-Cuenca et 
a/., 2004).
• Rifampicina: Es tan eficaz como imipenem en modelos expérimentales de 
neumonia en ratôn (Montero et al., 2004; Wolff et al., 1999). El inconveniente es la 
râpida apariciôn de resistencias en monoterapia, y su actuaciôn como componente en 
terapias de combinaciôn esta en evaluaciôn (Pachon-lbanez et al., 2010), con los 
mejores resultados con rifampicina-imipenem; rifampicina-colistina no mejorô el 
resultado de la misma en monoterapia (Montero et al., 2004; Pachon-lbanez et al., 
2010).
• Colistina: El uso clinico de la colistina en el tratamiento de las infecciones por 
A. baumannii multirresistentes ha resurgido en los ùltimos anos. Su administraciôn 
intravenosa es eficaz en meningitis (Jimenez-Mejias et al., 2002) e infecciones del 
sistema nervioso central (Ng et al., 2006). Sin embargo, la mortalidad en neumonias 
en pacientes ventilados tratados con colistina se eleva al 38% (Garnacho-Montero et 
al., 2003). Existen ciertas discrepancias entre los resultados de estudios 
expérimentales y los clinicos, en parte debido a su baja capacidad de penetraciôn en 
tejidos (Rodriguez-Hernandez et al., 2004). Su eficacia mejora en terapias de 
combinaciôn con rifampicina en neumonia en rata neutropénica (Pantopoulou et al.,
2007). El principal inconveniente es su nefrotoxicidad, comprendida entre el 8% y el 
36% en tratamientos de infecciones por A. baumannii y P. aeruginosa multirresistente.
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sin embargo los casos de neurotoxicidad descritos son inapreciables (Linden y 
Paterson, 2006). Recientemente se han reportado casos esporâdicos de resistencia a 
colistina en A. baumannii multirresistente; el incremento del uso de este antibiôtico en 
las UCIs podria favorecer el incremento del numéro de cepas resistentes 
(Karageorgopoulos y Falagas, 2008). Tal y como se ha mencionado en el apartado 
1.1.2.2 la principal estrategia de resistencia a colistina en bacterias Gram negativas 
consiste en la modificaciôn de su membrana externa, diana de acciôn del antibiôtico, 
resultando en la reducciôn de la carga negativa de la ME con disminuciôn de afinidad 
de colistina por el LPS (véase tabla I.3.), reguladas por sistemas de dos componentes 
(apartado 1.1.1.2.). Mutaciones que causan expresiôn constitutive de los mismos se 
han asociado a cepas de P aeruginosa y S. enterica resistentes a colistina (Moskowitz 
et al., 2004; Murray et al., 2007). Previamente, se habîa demostrado la menor afinidad 
por PXB del LPS de cepas clinicas de A. baumannii resistentes colistina (Saugar et al., 
2006). A partir del genoma de A. baumannii se sa be que no posee el sistema PhoPQ, 
ni los genes codificantes de las enzimas implicadas en la incorporaciôn de Ara4N. 
Recientemente se han descrito mutaciones en PmrAB asociadas a cepas resistentes a 
PXB, con expresiôn constitutive de pmrA, que sugiere como modificaciôn mâs 
probable la incorporaciôn de EtN al LPS (Adams et al., 2009).
• Combinaciôn de antibiôticos: En A. baumannii el imipenem combinado con 
kanamicina no produjo resultados favorables (Bernabeu-Wittel et al., 2005; Rodriguez- 
Hernandez et al., 2000). En bacteriemias por A. baumannii multirresistente en Taiwan 
la combinaciôn de imipenem mâs ampicilina-sulbactam (30% mortalidad) fue superior 
a la combinaciôn con amikacina (50% mortalidad) o imipenem en monoterapia (58.3% 
mortalidad) (Kuo et al., 2007). Otra alternativa es la combinaciôn de amikacina con 
doxiciclina, la sinergia fue demostrada tanto in vitro como in vivo en modelos 
expérimentales (Rodriguez-Hernandez et al., 2000), aunque se ha documentado 
resistencias a las mismas (Fernandez-Cuenca et al., 2004).
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2. OBJETIVOS
1. Evaluaciôn de la potencialidad terapéutica de péptidos antibiôticos activos en 
membrana sobre très patôgenos con creciente relevancia clinica causada por el 
desarrollo de multirresistencia, y prototipos de très diferentes arquitecturas de 
membrana biolôgica: Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus y Leishmanie 
sp. .
2. Modulaciôn de la actividad microbicida e indice terapéutico de péptidos antibiôticos 
por modificaciones estructurales muy localizadas y escasamente exploradas: 
trimetilaciôn de Usinas en s-amino en péptidos cecropina A-melitina, y anélogos de Phe 
en el giro (3 II de Gramicidina S.
3. Ejemplo de la proteômica para la elucidaciôn de los mecanismos de adaptaciôn 
biolôgica y su coste biolôgico en resistencia clinica a péptidos antibiôticos. Resistencia 
a colistina como ultimo recurso terapéutico trente a A. baumannii.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1 MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIAL DE 
LABORATORIO.
Para facilitar la lectura de los métodos empleados en la présente tesis todos los 
reactivos y medios de cultive se presentan en tabla (tabla M .I.), asi como el material y 
equipos de laboratorio (tabla M.2.).
Tabla M.1. Medios de cultive y reactivos.
Medio de cuKIvo / Réactive Casa coinercial
Acido bicincônico Thermo Scientific, Pierce BOA Protein Assay Kit
ADNasa 1 grado II Roche Diagnostics
Agar bactericloglco Pronadisa, Torrejôn de Ardoz, Madrid, Espana.
ARNasa Sigma-Aldrich, Madrid, Espana.
ASB-14 Calbiochem, La Jolla, CA.
Bacto peptona Becton and Dickinson, Sparks, MD.
Bacto triptona Becton and Dickinson, Sparks, MD.
Bisoxonol Invitrogen, Barcelona, Espaha
Colistina (polimixina E) Sigma-Aldrich, Madrid, Espaha
D(+)-Glucosa Merck, Darmstadt, Alemania
DDSA Tousimis research corporation, Rockville, MD.
Disc3(5) Invitrogen, Barcelona, Espaha.
Discos de antibiogramas Oxoid, Basingstoke, Inglaterra.
DMNPE-D-luciferina Invitrogen, Barcelona, Espaha.
DMP 30 Tousimis research corporation, Rockville, MD.
Epon 812 Tousimis research corporation, Rockville, MD.
Extracto de levadura Pronadisa, Torrejôn de Ardoz, Madrid, Espaha.
Geneticina GIBCO, Invitrogen, CA.
Gentamicina Schering-Plough, Kenilworth,N.J.
Glutamina Sigma-Aldrich, Madrid, Espaha.
Glutaraldehido Merck, Darmstadt, Alemania.
Hemina bovina Sigma-Aldrich, Fluka, Madrid, Espaha.
IPG tampon pH 3.0-10.0 GE Healthcare, Madrid, Espaha.
IPG tampon pH 4.0-7.0 GE Healthcare, Madrid, Espaha.
Lisostafina Sigma, ST Louis, MO
M199 GIBCO, Invitrogen, CA.
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Medio de cuitivo / Réactive Casa comercial
Medio HL5 Foremedium, Hunstanton, Inglaterra.
MNA Tousimis research corporation, Rockville, N/D.
MTT Sigma-Aldrich, Fluka, Madrid, Espana.
Mueller-Hinton II broth cation adjusted Oxoid, Basingstoke, Inglaterra.
Ôxido de propileno Sigma-Aldrich, Fluka, Madrid, Espaha.
Polimixina B Sigma-Aldrich, Madrid, Espaha.
Ready-prep 2D cleanup BioRad, Labooratories Inc.
RPMI 1640 GIBCO, Invitrogen, CA.
RPMI 1640 sin rojo fenol GIBCO, Invitrogen, CA.
Sangre desfibrinada de carnero Biomedics, Madrid, Espaha.
SDS Sigma-Aldrich, Fluka, Madrid, Espaha.
SFBI PAA Laboratories GMBH, Pasching, AustrU.
TBP BioRad, Labooratories Inc.
Tetrôxido de osmio Sigma-Aldrich, Fluka, Madrid, Espaha.
Tripsina Promega, Alcobendas, Espaha.
Tripticasa Becton and dickinson. Sparks, MD.
Triton X-100 Calbiochem, La Jolla, CA.
Unicilina Laboratories ENR, Barcelona, Espaha.
Tabla M.2. Equipos y material de laboratorio.
Equipo / Material Casa comercial
Citômetro Coulter XL EPICS Beckman Coulter
Digester Multiscreen vacum manifold Millipore Ibérica, Madrid, Espaha.
Espectrômetro de masas MALDI TOFF Voyager 
DE-STR Applied Biosystem, Forter City, CA
Espectrômetro de masas LC-MS/MS Q-Star Pulsar Applied Biosystem, Forter City, CA
Espectrofluorimetro de plaças Polarstar Galaxy BMG Labtechnologies, Offenburg, \lemania
Espectrofluorimetro de plaças Varioskan Flash Terme Fisher Scientific, Vantaa, Fiilandia.
Espectrofluorimetro Hitachi F2000 McKinley Sparta, NJ.
Frascos de cuitivo falcon Becton dickinson Franklin Lakes, NJ.
Hybaid Ribolyser Hybaid, Teddington, Inglaterra.
Lector de plaças ELISA. Mod. 450. BioRad, Labooratories Inc.
Lysing matrix B tubes Q-BIOgene. Carlsbad, CA.
Medio de inoculaciôn GN2 BioLog, Hayward, CA.
Microcentrifuga Hettich Mikro 200 DJB Labcare, Buckinghamshire, Inilaterra.
Microscopio electrônico de transmisiôn JEOL-1230. Jeol, Akishima, Japôn.
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Equipo / Material'Ih K . Casa comercial
Plaça de micocultivo de 24 y 96 pocillos Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ.
Plaças de 96pocillos GN2 BioLog, Hayward, CA.
Prensa de Fench Thermo Scientific, Madrid, Espaha.
Rejillas de C(bre de trama G-200 Fedelco, Madrid, Espaha.
Rotor de ângjlo fijo Sorvall SS-34 Thermo Scientific, Madrid, Espaha
Rotor de ultncentrifuga Beckman 70.1TI. Beckman Coulter
Ultracentrifuca Beckman XL-90 Beckman Coulter
3.2. CULTDO DE CÉLULAS.
3.2.1. Bacterias.
La cepc de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (cedida por el Profesor M. 
Lôpez-Brea Hospital de la Princesa, Madrid) fue cultivada en medio LB (170 mM 
NaCI, 1% bicto triptona, 0.5% extra cto de levadura, pH = 7.2) a 37°C en agitaciôn. A 
partir d§ ditha cepa se generô su derivada isogénica resistente a 32 pM de colistina 
(polimixina :)  (ver apartado 3.3), A. baumannii ATCC 19606R*^, que se cuitivo en 
medio liquid) Mueller-Hinton II (MHII) pH 7.2 a 37°C en agitaciôn y en presencia de 32 
pM de coliftina. Las cepas de Staphylococcus aureus CECT 240 y las 12 cepas 
clinicas aisadas de comunidad (cedidas por el Dr. German Bou, Hospital Juan 
Canalejo, Lî Coruha) asi como la cepa de Listeria monocytogenes CECT 4032 fueron 
cultivadas a37°C en medio LB pH 7.2.
Las cepis se mantuvieron a -80°C en viales de congelaciôn de 1.5 mL, obtenidos 
de cultives <e 20 mL de bacterias en fase de crecimiento exponencial, alicuotados en 
tubos epperdorf, centrifugados en microfuga (13000 x g, 2 min) y lavados dos veces 
con 1.5 mL de soluciôn salina esté ri I Hanks (137 mM NaCI, 5.4 mM KCI, 4.2 mM 
Na2 HP0 4 , *.4 mM KH2 PO4 , 4.1 mM NaHCOa, pH = 7.2), finalmente fueron 
resuspendicbs en 1.5 mL de medio de congelaciôn (65% glicerol, 0.1 M MgSÜ4 , 25 
mM Tris-HO pH 8.0) y transferidos a viales de congelaciôn que se almacenaron a - 
80°C. Los hôculos necesarios para generar los cultivos de cada experimento se 
obtuvieron a partir de dichos stocks.
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3.2.2. Promastigotes de Leishmania donovani.
La cepa silvestre 1S2D (Ryan et al., 1993) proporcionada por el profesor Salvatore 
Turco (Universidad de Kentucky, Lexington) fue cultivada a 25 °C en medio RPMI 1640 
pH 6.8, suplementado con 5 mM NaHCOs, 10 % suero fetal bovino inactivado por calor 
(SFBI), 2 mM glutamina, 10 pg/mL gentamicina y 100 unidades/mL unicilina. La cepa 
3-Luc, que expresa el gen de la luciferasa fue obtenida mediante transfecciôn de 
promastigotes de la cepa parental 1S2D con el vector pX63NeoLuc, construido en el 
vector de expresiôn pX63Neo por inclusiôn del fragmento de 1892 pb de la secuencia 
del gen de la luciferasa de Photinus pyralis. (Luque-Ortega et al., 2001). Esta cepa fue 
seleccionada y mantenida en idéntico medio al de la cepa salvaje, salvo por la adiciôn 
de 30 pg/mL de geneticina.
3.2.3. Amastigotes de Leishmania pifanoi.
Los amastigotes pertenecientes a la lînea axénica desarrollada por el Dr. A. A. 
Pan, fueron cultivados en medio M l99, suplementado con 20% de SFBI, 5% de 
tripticasa y 50 pg/mL de hemina bovina. Las células fueron cultivadas a una 
temperatura de 32°C. (Rainey et al., 1991).
3.2.4. Linea macrofàgica murina RAW 264.7.
Macrôfagos de la linea monocîtica murina RAW 264.7 procédantes de la cepa 
BALB/c se cultivaron a 37°C en frascos de cuitivo de 75 cm^ y en el mismo medio 
descrito para promastigotes de L. donovani. (apartado 3.2.2).
3.2.5. Linea celular Ax2 de Dictyostelium discoideum.
La cepa de Dictyostelium discoideum Ax2 (cedida por la Dra. Teresa Suàrez) fue 
cultivada a 22°C en agitaciôn en medio HL5 hasta fase de crecimiento exponencial (~ 
2x10® células/mL). A continuaciôn las células fueron centrifugadas (13000 x g, 1 min, 
4°C) y lavadas con medio KK2 (16.5 mM KH2PO4, 3.9 mM K2HPO4, 2 mM MgS0 4 , pH 
= 6.2), resuspendidas en este mismo medio y cultivadas sobre plaças SM-agar (2% 
agar bacteriolôgico, 1.5% bactopeptona, 7% extracto de levadura, 15% D-glucosa, 9 
mM Na2 HP0 4 , 3.6 mM KH2PO4, pH = 6.8) en presencia de Kleibsiella aerogenes a 
22°C.(Nunez-Corcuera et al., 2008).
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3.3. GENERAClÔN IN VITRO DE LA CEPA RESISTENTE A COLISTINA (PXE) DE 
Acinetobacter baumannii.
La cepa de referenda A. baumannii ATCC 19606 fue cultivada en medio liquido 
MH (en agitaciôn, 37°C) en presencia de 2 pM de colistina. Una vez que la velocidad 
de crecimiento no incrementô en sucesivos cultivos bajo idéntica presiôn de 
antibiôtico, se procediô a la toma de una alicuota del cuitivo en fase exponencial, que 
se inoculô en medio con una concentraciôn de colistina doble que la anterior, 
continuando el mismo proceso hasta 32 pM {A. baumannii ATCC 19606R^). Durante 
las etapas sucesivas de generaciôn de resistencia se aislaron cepas resistentes a 
diferentes concentraciones de colistina (8 pM, 18 pM, y 22 pM) almacenadas y 
utilizadas conforme al apartado 3.2.1. Una vez conseguido el nivel màximo de 
resistencia (32 pM), la cepa se mantuvo durante 2 meses bajo presiôn constante de 
antibiôtico. Un don de la misma fue aislado y a partir de este se estableciô un stock 
cuyas alicuotas, preservadas a -80°C, fueron utilizadas en todos los experimentos de 
esta tesis con A. baumannii R^.
3.4. ACTIVIDAD LEISHMANICIDA DE PÉPTIDOS ANTIBIÔTICOS.
3.4.1. Recolecciôn de parasites.
Los parâsitos fueron recogidos en fase de crecimiento exponencial tardia (-10^ 
parâsitos/mL) por centrifugaciôn (1000 x g, 10 min, 4°C en una centrifuga clinica 
refrigerada). A continuaciôn se lavaron dos veces con soluciôn salina Hanks 
suplementada con 1% de glucosa (Hanks + GIc) en idénticas condiciones de 
centrifugaciôn. Tras los lavados, las células fueron resuspendidas a una densidad de 2 
X 10^ parésitos/mL en este mismo medio para la realizaciôn de cada ensayo. Estas 
condiciones fueron definidas como estândar, y mantenidas a lo largo del resto de 
experimentos, excepto menciôn explicita en contra.
3.4.2. Efecto de los péptidos sobre la vlabilidad de promastigotes de L. 
donovani y amastigotes de L. pifanoi.
La actividad de los péptidos se évalué mediante la inhibiciôn de la reducciôn de 
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) de los parâsitos en 
ensayo a corto plazo y proliferaciôn.
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Las células vivas y metabôlicamente activas reducen el MTT por las reductasas 
mitocondriales a formazàn compuesto de color azul oscuro e insoluble. La pérdida de 
viabilidad celular supone la inhibiciôn de dicha reducciôn. Los parâsitos, preparados 
segûn las condiciones estândar en alicuotas de 120 pL, se incubaron con la 
correspondiente concentraciôn de péptido, 4 h a 25°C ô 32°C para promastigotes y 
amastigotes respectivamente. A continuaciôn de cada alicuota se retiré un volumen de 
100 pL que fue transferido a un tubo eppendorf al cual adicionô Im L de Hanks + GIc a 
4°C para detener la incubaciôn. Los parâsitos fueron centrifugados (13000 x g, 4 min, 
4°C en una microfuga), resuspendidos en una soluciôn de 0.5 mg/mL MTT en Hanks + 
GIc y transferidos a una plaça de microcultivo de 96 pocillos. Las células fueron 
incubadas durante 2 h en oscuridad a la temperatura de crecimiento respective para la 
forma del parâsito ensayada. El formazàn résultante de la reducciôn de MTT por los 
parâsitos fue solubilizado mediante la adiciôn de 100 pL de 10% (p/v) SDS e 
incubaciôn a 25°C en oscuridad (4h). Finalmente, se valorô absorbancia a 595 nm en 
un lector de plaças ELISA (Diaz-Achirica et al., 1998). Todos los ensayos se realizaron 
por triplicado y en condiciones de esterilidad, necesarios para la realizaciôn de los 
ensayos de proliferaciôn (apartado 3.4.3). El parâmetro de actividad utilizado fue la 
ECso, (concentraciôn efectiva 50) definida en el apartado 3.7.
3.4.3. Ensayo de inhibiciôn de proliferaciôn (72h) de promastigotes de L. 
donovani y amastigotes de L. pifanoi por los péptidos.
El ensayo de proliferaciôn de promastigotes se realizô transfiriendo alicuotas de 10 
pL, tomadas de la suspensiôn de 120 pL descrita en el apartado 3.4.2, a una plaça de 
96 pocillos, con 200 pL de medio RPMI sin rojo fenol mâs 10% de SFBI / pocillo. La 
proliferaciôn de los parâsitos supervivientes se realizô durante 72h a 25°C. A 
continuaciôn se ahadiô a cada uno de los pocillos 50 pL de MTT 2.5 mg / mL en Hanks 
+ GIc y su reducciôn ensayada conforme al apartado 3.4.2.
En el ensayo de proliferaciôn de amastigotes, las alicuotas de 10 pL fueron 
transferidas a una plaça de 96 pocillos que contenia 200 pL / pocillo de medio de 
crecimiento de amastigotes (apartado 3.2.3) e incubadas durante 72 h a 32°C. Tras la 
incubaciôn, el contenido de cada pocillo fue transferido a un tubo eppendorf, al cual se 
adicionô 1 mL de Hanks + GIc. Los tubos se centrifugaron en microcentrifuga (13000 x 
g, 4 min, 4°C) y se repitiô el proceso 2 veces para eliminar la hemina del medio de 
cuitivo. Finalmente, los amastigotes se resuspendieron en 100 pL de 0.5 mg/mL MTT 
en Hanks + GIc, que fueron transferidos a una plaça de 96 pocillos. La solubilizaciôn 
del formazàn résultante y posterior valoraciôn se realizô segûn el apartado 3.4.2. El
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parâmetro de comparaciôn de actividad de los péptidos fue LC50 (concentraciôn létal 
50) definida en el apartado 3.7.
3.5. ACTIVIDAD BACTERICIDA DE PÉPTIDOS ANTIBIÔTICOS.
3.5.1. Recolecciôn de bacterias.
Las bacterias fueron recogidas en fase de crecimiento exponencial (5 x 10 '^* 
UFCs/mL) por centrifugaciôn (7000 x g, 3 min, 4°C), lavadas 2 veces con Hanks + GIc 
y resuspendidas en dicho medio a una densidad de 1 x 10® UFC/mL) para realizar los 
ensayos de permeabilizaciôn y alteraciôn del potencial de membrana interna. Para los 
ensayos de determinaciôn de la concentraciôn minima inhibitoria (CMI), las bacterias 
fueron cultivadas en medio MH hasta alcanzar fase de crecimiento exponencial; el 
cuitivo se ajusta a 5 x 10® UFC/mL en el mismo medio y alicuotas de 90 pL de esta 
suspensiôn fueron utilizadas en el ensayo.
3.5.2. Determinaciôn de las CMIs.
La actividad de los compuestos sobre las bacterias se evaluô siguiendo el método 
de microdiluciôn en plaça con modificaciones (NCCLS, 2000; Saugar et al., 2006). Las 
alicuotas de 90 pL descritas en el apartado 3.5.1 fueron transferidas por triplicado a 
plaças de cuitivo de 96 pocillos, se anadieron 10 pL del compuesto a las 
concentraciones deseadas. Las bacterias se incubaron durante toda la noche a 37°C, 
y posteriormente el crecimiento bacteriano fue evaluado por turbidez a 595 nm en un 
lector de plaças. La CMI (Concentraciôn minima Inhibitoria) definida en el apartado 3.7 
fue el parâmetro de actividad utilizado.
3.6. CITOTOXICIDAD DE PÉPTIDOS ANTIBIÔTICOS.
Los ensayos de citotoxicidad de péptidos en células de mamifero se realizaron 
mediante evaluaciôn de su actividad hemolitica sobre eritrocitos de carnero. Los 
eritrocitos de 1 mL de sangre desfibrinada de carnero fueron sometidos a 
centrifugaciôn (1000 x g, 10 min, 4°C) y posteriormente lavados con Hanks + GIc. Los 
eritrocitos fueron resuspendidos en dicho medio a una densidad de 2 x 10^ células/mL, 
Alicuotas de 100 pL de esta suspensiôn fueron transferidas a tubos eppendorf e 
incubadas con los péptidos a las concentraciones deseadas (37°C, 4 h). 
Posteriormente los eritrocitos fueron centrifugados (13.000 x g, 5 min) y alicuotas del
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sobrenadante (80 pL) fueron transferidas a una plaça de 96 pocillos para medir la 
hemoglobina liberada a 550 nm en un lector de plaças. El 100% de hemôlisis se 
considéra el obtenido por lisis de eritrocitos con 0.1% TX-100. Se definiô como 
paramétré de actividad HC50 (concentraciôn hemolitica 50), apartado 3.7. (Solanas et 
al., 2009).
3.7. PARÀMETROS DE ACTIVIDAD E INDICE TERAPÉUTICO (IT) DE PÉPTIDOS 
ANTIBIÔTICOS.
Los paramétrés de actividad escogidos fueron;
- EC50 y LC50 en ensayos en Leishmania, definidas como la concentraciôn de 
péptido que inhibe la reducciôn de M IT  en un 50%, tras 4h de incubaciôn (EC50) o tras 
ensayo de proliferaciôn (LC50), respecte al control sin tratamiento.
- CMI y CMI50 en ensayos en bacterias, la cual se definiô como la 
concentraciôn minima de péptido que inhibe totalmente o en un 50% el crecimiento 
bacteriano respecte al control sin tratar.
- HC50 concentraciôn de péptido que provoca la lisis del 50% de les eritrocitos 
respecte del control (0.1% TX-100) en ensayos de citotoxicidad.
Todos les parâmetros, desviaciones estândar e intervales de confianza del 95% se 
calcularon con la aplicaciôn estadistica del programa SigmaPlot, versiôn 11.0.
Por ultime, el IT de les péptidos se expresa numéricamente como una relaciôn 
entre las concentraciones de péptido que provocan un efecto citotôxico del 50% (HC50) 
y la que inhibe un 50% de la viabilidad celular [IT= HC50/ (LC50 o MIC50)]. LC50 y MIC50 
para Leishmania y bacterias respectivamente.
3.8. ACTIVIDAD DE PÉPTIDOS ANTIBIÔTICOS SOBRE LA MEMBRANA DEL 
PATÔGENO.
3.8.1. Despolarizaciôn de membrana.
La variaciôn del potencial de membrana plasmética en Leishmania por efecto de 
les péptidos fue evaluada mediante cambios en la fluorescencia de sondas 
dependientes de potencial.
En Leishmania el ensayo se realiza en condiciones estândar, excepto por la 
adiciôn de bisoxonol en el medio (concentraciôn final 0.1 pM) y utilizar una plaça negra 
de 96 pocillos. La variaciôn de la fluorescencia (Aex = 540nm, Aem = 580nm) se midiô en 
un lector de fluorescencia en plaças Polarstar Galaxy. Una vez estabilizada la sehal de
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fluorescencia, se ahadieron los péptidos a las concentraciones respectives y se 
registre el incremento de fluorescencia hasta alcanzar un valor constante. Para 
despolarizaciôn total se utilizô 5 pM CA(1-8)M(1-18). Todos los ensayos se realizaron 
por triplicado y a 25°C o 32°C para promastigotes o amastigotes respectivamente. 
(Diaz-Achirica et al., 1994; Guerrero et al., 2004).
Para la medida del potencial de membrana en bacterias se emplea la sonda
aniônica Disc3(5) (Aex = 622nm, Aem = 670nm) a una concentraciôn final de 0.6 pM. 100 
pL de bacterias (1 x 10® UFC/mL) junto con la sonda, se transfieren a una plaça negra 
de 96 pocillos. El incremento de la fluorescencia se midiô a 37°C en un lector de 
fluorescencia en plaças Varioskan Flash. Como control de despolarizaciôn total se 
utilizô 15 pM de gramicidina D en S. aureus y 0.1% TX-100 + 4 pM CA(1-8)M(1-18) 
con A. baumannii. (Saugar et al., 2002).
3.8.2. Permeabilizaciôn de la membrana citoplàsmica de Leishmania y bacterias.
La sonda vital fluorescente SYTOX Green, Pm-600, fue la empleada para estudiar 
la permeabilizaciôn de la membrana citoplàsmica. El acceso de dicha sonda al 
citoplasma no ocurre en células viables, pero si en aquellas con una desestructuraciôn 
grave y con lesiôn de tamano suficiente para permitir la entrada de la sonda al espacio 
intracelular implica un incremento de su fluorescencia por uniôn a los àcidos nucleicos.
Alicuotas de lOOpL de la suspensiôn celular (apartado 3.4.1 para Leishmania o
3.5.1. para bacterias) en 1 pM SYTOX Green en Hanks + GIc, fueron transferidas a
una plaça de 96 pocillos negra, y su fluorescencia medida en un espectrofluorimetro 
Polarstar Galaxy (A ex  = 504nm, Aem = 523nm). Una vez que la fluorescencia basai (en 
ausencia de péptido) se estabilizô, los péptidos fueron anadidos y el incremento de 
fluorescencia registrado hasta que alcanza un valor astable final. La permeabilizaciôn 
total (100%) de Leishmania se considéra la obtenida con 0.1% Triton X-100, en 
Acinetobacter baumannii la conseguida por la adiciôn de 4 pM del péptido CA(1-8)M(1- 
18) mâs 0.1% Triton X-100, y en S. aureus la obtenida con lisostafina (0.07pg / pL 
concentraciôn final) (Nekhotiaeva N y Langel U, 2003). Todos los ensayos se 
realizaron por triplicado y a la temperatura de incubaciôn estândar respectiva para 
cada organisme (Diaz-Achirica et al., 1998; Saugar et al., 2002).
De forma complementaria y destinada a evaluar el grade de heterogeneidad de 
permeabilizaciôn dentro de la poblaciôn de Leishmania, se utilizô un ensayo 
citofluorimétrico, para este fin una allcuota de 300 pL de parâsitos (2 x 10^ células / 
mL) fue incubada 4 h en condiciones estândar (apartado 3.4.1.) con una concentraciôn 
de péptido que causé el 70-80% de inhibiciôn de viabilidad. A continuaciôn se anadiô
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la sonda a una concentraciôn final de 1 pM y la incorporaciôn de la misma se analizô 
en un citômetro Coulter XL EPICS. El control de 100% de permeabilizaciôn se obtuvo 
con una concentraciôn final de digitonina 5 pM. (Guerrero et al., 2004).
3.8.3. Variaciôn in vivo de los nivelas de ATR intracelular en promastigotes de L. 
donovani.
El seguimiento in vivo y a tiempo real de la disminuciôn de los niveles 
intracelulares de ATR libre fue realizado con promastigotes de la cepa 3-Luc de L. 
donovani, transfectados con una forma citoplasmâtica de la luciferasa de Photinus 
pyralis. Este ensayo se basa en la reacciôn catalizada por la luciferasa de conversiôn 
de D-luciferina a D-oxoluciferina en presencia de O2 , con consumo de una molécula de 
ATR y emisiôn de un fotôn. Para solventar la baja permeabilidad de la membrana a D- 
luciferina a pH fisiolôgico se emplea el anélogo DMNRE-D-luciferina, que permea 
libremente a través de la membrana y es hidrolizado por esterasas intracelulares con 
liberaciôn de D-luciferina (Luque-Ortega et al., 2001).
La suspensiôn de promastigotes de la cepa 3-Luc en condiciones estândar, 
excepto por la adiciôn de 25 pM DMNRE-D-luciferina, fue alicuotada (100 pL/pocillo) 
en una plaça negra de 96 pocillos. La variaciôn de luminiscencia fue seguida en un 
lector de plaças Polarstar Galaxy con la configuraciôn de luminiscencia, una vez que la 
senal alcanza un mâximo estabilizado, se anadiô el péptido a su concentraciôn 
correspondiente, y se prosiguiô el registre de luminiscencia. El ensayo se realizô por 
triplicado y como control durante todo el experimento se mantuvo una muestra sin 
tratar. El 100% de luminiscencia se estableciô como el valor de luminiscencia anterior 
a la adiciôn del péptido.
3.8.4. Alteraciones morfolôgicas. Microscopia electrônica.
Alicuotas de 800 pL de parâsitos ( 2x10^  célu las/m L) y de 8  mL de bacterias ( 6  x 
10® células/mL) fueron incubadas en Hanks + GIc (4 h, 25 °C, 32 °C y 37 °C para 
promastigotes, amastigotes y bacterias respectivamente) junto con los péptidos a las 
concentraciones deseadas. Tras la incubaciôn, las células fueron lavadas dos veces 
con tampôn fosfato salino (RBS, 10 mM Na2HR04, 1 mM KH2RO4, 140 mM NaCI, 3 mM 
KCI, pH 7,2). A continuaciôn fueron fijadas con 3% de glutaraldehido (90 min), lavadas 
con RBS dos veces e incubadas con 2.5% OSO4 (90 min). Tras dos lavados con RBS 
las células fueron deshidratadas mediante incubaciones sucesivas en concentraciôn 
de etanol creciente; 30% y 50% (30 min), 70% (12 h), 90% y 100% (30 min).
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Postehormente se resuspendieron en ôxido de propileno (Oxp) e incubaron durante 1 
h, tras la cual se procediô a la sustituciôn del Oxp por una mezcla de résinas 3A / 7B 
[résina A; 38% Epon 812 + 62% DDSA (anhidrido dodecenil succinico); résina B: 
52.6% Epon 812 + 47.4% MNA (anhidrido metil nâdico)], para ello se realizaron 
incubaciones sucesivas en una mezcla de Oxp / résinas a diferentes proporciones 
volumétricas; 3 : 1 ( 3 0  min), 1 : 1(30 min), 1 :3 (12 h) y por ultimo una incubaciôn con 
la mezcla de résinas en ausencia de Oxp (30 min). La inclusiôn de las células en las 
résinas se complété con la polimerizaciôn de las mismas, catalizada por adiciôn a la 
mezcla de 1.8% DMP 30 (2,4,6-tri(dimetilamino metil)fenol) como acelerador. Las 
muestras fueron distribuidas en capsulas de gelatina de 5.5 mm de diâmetro, 
polimerizadas (70°C, 48 h), talladas y cortadas con un ultramicrotomo LKB. Los cortes 
fueron montados sobre rejillas de cobre de trama G-200 cubiertas con forrmvar y 
tehidas con citrato de plomo (25 mM) para Leishmania y con acetato de uranilo (2%) 
para bacterias. Las muestras fueron observadas y fotografiadas en un microscopio 
electrônico de transmisiôn JEOL-1230.
3.9. EFICIENCIA BIOLÔGICA {FITNESS) DE A. baumannii GERAS SENSIBLE Y 
RESISTENTE A COLISTINA Y CARACTERIZAClÔN DEL FENOTIRO RESISTENTE.
3.9.1. Competencla entre las cepas.
La cepa ATCC 19606, sensible a colistina, y su homôloga ATCC 19606R^ fueron 
mezcladas en idéntica proporciôn (10^ UFC/mL) y cultivadas en medio liquido MHII 
desprovisto de colistina (37°C, 24 h y en agitaciôn). A partir de este cultive mixte se 
déterminé el numéro de UFCs sensibles y de UFCs resistentes a PXE, mediante 
diluciones seriadas y cultive en medio sôlido (MH-agar) sin y con 32 pM de colistina, 
tras 24 h de incubaciôn a 37°C. Del cultive inicial se realizô una diluciôn 1 / 1000 
(medio MH), se incubé en las mismas condiciones y se repitiô el proceso descrito de 
diluciones seriadas, cultive en medio sôlido y determinaciôn de UFCs. Este mismo 
proceso fue repetido cada 24 h los 8 dias que duré el experimento.
3.9.2. Rérdida espontànea de resistencla en ausencia de RXE.
La evaluaciôn de la pérdida espontànea de resistencia a colistina se realizô 
mediante un ensayo similar al descrito (3.9.1), con la ùnica diferencia de realizarse 
ùnicamente con la cepa resistente (medio MH sin PXE) y el cultive en medio sôlido se 
realizô en plaças que contenlan 9 y 32 pM colistina. (Alonso et al., 2004).
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3.9.3. Infecciôn de macrôfagos Raw 264.7 con las cepas de A. baumannii 
sensible y resistente a PXE.
Las células de la lînea macrofâgica murina fueron colectadas, lavadas con Hanks + 
GIc por centrifugaciôn (500 x g, 10 min, 4°C) y resuspendidas en su medio de cultive 
(apartado 3.2.4) (2.5 x 10® células/mL). Esta suspension fue distribuida en alicuotas de 
1 mL / pocillo en plaças de 24 pocillos e incubadas a 37°C durante toda la noche. A 
continuaciôn se retiré el medio junte con las células no adheridas a la plaça, y se 
adicionô inmediatamente a cada pocillo 1 mL de suspensiôn de bacterias (5 x 10® 
bacterias/mL) en RPMI + 10% SFBIC en ausencia de antibiôticos. La interacciôn 
bacteria-macrôfago se desarrollô durante 2 h a 37°C. La capacidad de infecciôn de 
ambas cepas se déterminé mediante lisis de los macrôfagos adheridos a la plaça con 
30 pM de digitonina (concentraciôn final), el producto de la lisis fue sembrado en 
plaças de LB-agar. Tras 24 h de incubaciôn a 37°C se conté el numéro de UFCs.
3.9.4. Viabilidad de las cepas de A. baumannii en presencia de TX-100, 
cloramfenicol y puromicina.
La susceptibilidad de las cepas sensible y resistente a PXE a cloramfenicol y 
puromicina fue evaluada mediante microdiluciôn en plaça (apartado 3.5.2). La 
susceptibilidad al detergente TX-100 se realizô de manera similar, excepto por la 
incubaciôn de las bacterias con el detergente, limitada a 1 h. Tras la misma, las 
bacterias fueron centrifugadas y lavadas con medio MH liquido + 10% BSA 
(seroalbûmina bovina), para eliminar todo el TX-100 présente, resuspendidas en 
medio MH liquido fresco, transferidas a una plaça de 96 pocillos e incubadas durante 
toda la noche a 37°C. El crecimiento se midiô por turbidimetria a 595 nm en lector de 
plaças.
3.9.5. Dictyostelium discoideum como modelo de virulencia.
D. discoideum se utilizô como modelo de virulencia de A. baumannii. Las células 
de Dictyostelium  fueron cultivadas conforme al apartado 3.2.5. La inhibiciôn de 
crecimiento de D. discoideum  por Acinetobacter se évalué por el tamano del halo de 
inhibiciôn de crecimiento bacteriano.
El ensayo estândar se realizô en una plaça de SM-agar por distribuciôn uniforme 
de 300 pL de una mezcla (7.5 x 10^^ células/mL) de K. aerogenes y A. baumannii en
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relaciôn celular 1:1. La mezcla de bacterias es necesaria por el crecimiento anômalo 
observado en un cultive homogéneo de A. baumannii. Simultâneamente se 
depositaron sobre la plaça 4 inôculos de 20 pL de D. discoideum  con dite rente numéro 
de células (5 x 10®, 2.5 x 10®, 1.2 x 10® y 6 x 10^, numéro final de células). Las plaças 
se incubaron durante 5 dias a 25°C y se midiô el diâmetro del halo de inhibiciôn 
bacteriano, observàndose la apariciôn de colonies de D. discoideum  en el interior del 
mismo. El control, 100% de crecimiento de Dictyostelium, se realizô mediante cultivo 
sobre un césped bacteriano homogéneo de K. aerogenes (7.5 x 10^  ^ células/mL). 
Adbionalmente se realizaron dos contrôles para; i) La posible toxicidad de factores 
secretados por A. baumanni al medio, fue evaluada conforme al ensayo estândar, 
maiteniendo el numéro de bacterias en el inôculo, pero formado exclusivamente por 
K. aerogenes, resuspendidas en medio constituido por medio fresco mâs 
sobrenadante de un cultivo de Acinetobacter en relaciôn 1:1. ii) El ensayo estândar 
cor sustituciôn de A. baumannii viable por células muertas, mediante cinco ciclos de 
corgelaciôn y descongelaciôn. (Alibaud et al., 2008; Alonso et al., 2004). Todos los 
ensayos se realizaron por duplicado.
3.9.6. Crecimiento de A. baumannii con diferentes fuentes de carbono como 
sustrato.
El crecimiento de A. baumannii sobre una ùnica fuente de carbono como sustrato 
fue evaluado por cultivo en plaças de 96 pocillos GN2, éstas contienen en cada uno de 
sus pocillos un sustrato diferente mâs tétrazolium, como indicador de crecimiento, que 
es reducido a formazân por las bacterias. Éstas fueron colectadas de cultives en fase 
de crecimiento exponencial, lavadas dos veces con Hanks + GIc y resuspendidas en 
medio de inoculaciôn GN2 a una D.06oonm= 0.1. Alicuotas de 150 pL de esta 
suspensiôn fueron anadidos a cada pocillo. Tras 24h de incubaciôn a 37°C se midiô 
crecimiento bacteriano a 595nm en un lector de plaças multipocillo. (Alonso et al., 
2004).
3.9.7. Formaciôn de biofilm  bacteriano.
La formaciôn del biofilm bacteriano de las dos cepas A. baumannii se determinô 
conforme a O'Toole (O’Toole et al., 1999). Bacterias colectadas en fase estacionaria 
(cultivo a 16 h) se diluyeron en medio MH a D.06oonm= 0.05 (~ 1 x 10® UFC/mL). 
Alicuotas de 100 pL de esta suspensiôn fueron transferidas a plaças de cultivo de 96 
pocillos e incubadas a 37°C durante toda la noche. A continuaciôn se retiré el medio.
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se realizaron dos lavados con agua y se anadiô una soluciôn de violeta cristal 0 .1 % 
(p/v) (120 pL/pocillo), que se incubô 10 min a 22°C, eliminândose el exceso de 
colorante no unido al biofilm por lavados con abondante agua. Tras evaporaciôn total 
del solvente, se adicionô a cada pocillo 120 pL de etanol 100%. El sobrenadante 
résultante fue transferido a una nueva plaça de 96 pocillos y la formaciôn de biofilm se 
evaluô por absorbancia a 595nm en un lector de plaças multipocillo.
3.9.8. Antibiogramas. Método de difusiôn en disco.
La susceptibilidad o resistencia de las cepas de A. baumannii ATCC 19606 y 
ATCC19606R^ a diferentes antibiôticos fue realizada mediante difusiôn en disco 
conforme a las instrucciones de CLSI (CLSI, 2005.). Los ensayos se realizaron en 
césped bacteriano crecido sobre plaças de agar-MH. Los discos de antibiôticos fueron 
colocados sobre dicho césped con pinzas estériles e incubadas a 37°C durante 24 h. 
Finalizada la incubaciôn se midiô el diâmetro del halo de inhibiciôn de crecimiento para 
cada antibiôtico. Los antibiôticos empleados en el ensayo fueron; ampicilina (Amp, 
lOpg), penicilina G (P, lOpg), imipenem (lmp, lOpg), gentamicina (CN, lOpg), 
ciprofloxacina (Cip, 5pg), amikacina (AK, 30pg) y rifampicina (RD, 5pg).
3.9.10. Susceptibilidad de las cepas al sistema del complemento.
La susceptibilidad al sistema del complemento humano de las cepas sensible y 
resistente a colistina de A. baumannii se llevô a cabo en condiciones estândar en 
plaça de 96 pocillos, con la diferencia de crecer las bacterias en medio MH tras 
incubaciôn de 1 h en presencia de 1 0 % y 2 0 % de suero humano, también se incluyô 
un control de suero inactivado por calor en las mismas proporciones. El 100% de 
viabilidad se siguiô como cultivo de las bacterias en medio MH y ausencia de suero. 
Tras incubaciôn a 37°C durante la noche, el crecimiento bacteriano se evaluô por 
absorbancia a 595nm en un lector de plaças multipocillo. El ensayo se realizô por 
triplicado. El suero se obtuvo a partir de sangre de donantes sanos voluntaries, la 
inactivaciôn del sistema del complemento se realizô mediante incubaciôn a 56°C 
durante 1 h.
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3.9.11. Afinidad de dansil-polimixina B (DPXB) por A. baumannii.
La dansil-polimixina (DPX) se prépara segûn el método de Schindler y Teuber 
(Schindler y Teuber, 1975); 20 mg de polimixina B (sulfate) fueron disueltos en 0.6 ml 
de NaHCOa 0.1 M, y 5 mg de dorure de dansilo en 0.4 mL de acetona, ambas 
disoluciones fueron mezcladas e incubadas a temperatura ambiante en oscuridad 
durante 90 min. A continuaciôn la mezcla fue cargada en una columna de Sephadex 
G-10 (50 cm, 1 cm) y se recogieron fracciones de 1-2 mL. La dansil-polimixina eluye 
por delante del dorure de dansilo no unido, con fluorescencia bajo la luz ultravioleta 
amarillenta, mientras que la del dorure de dansilo no unido es verde-azulada.
La uniôn de DPXB fue evaluada por incremento de fluorescencia (Aex= 340, 
Aem=460) de una suspensiôn de 300 pL de bacterias en PBS (2x10®  UFC/mL) en un 
espectrofluorimetro Hitachi F2000. A continuaciôn otros 300 pL de células fueron 
concentradas por centrifugaciôn en microcentrifuga, resuspendidas en 50 pL de PBS, 
incubadas durante 30 min en oscuridad a 37°C con la maxima concentraciôn de DPXB 
(20 mg/mL) y finalmente observadas en un microscopio de fluorescencia Leika.
3.10. PROTEÔMICA DIFERENCIAL DE Acinetobacter baumannii.
3.10.1. Extracciôn de proteînas citoplasmàticas.
La extracciôn de proteînas citoplasmàticas se realizô a partir de 25 mL de las 
células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento de la cepa sensible (D.Oeoonm 
= 1.5, -2  X 10^ ® UFCs) y 35 mL de un cultivo en fase exponencial de la cepa resistente 
(D.Oeoonm = 1.0, -2  X 10^ ® UFCs). Tras lavado exhaustive de las células con 20 mL de 
PBS (2 veces) y un lavado adicional con 10 mL de agua doblemente destilada, 
mediante centrifugaciôn (20 min, 4°C, 4500 x g en centrifuge Sorvall en rotor de 
ângulo fijo SS-34), el sedimento fue répidamente congelado y mantenido una noche a 
-80°C. Todo el proceso siguiente se realizô a 4°C. Las células fueron descongeladas 
lentamente y resuspendidas en 300 pL de tampôn de lisis (10 mM SDS, 190 mM DTT, 
80 mM Tris, 4 mM MgCb, 17 pg/mL de ARNasa y 7 pg/mL de ADNasal). Esta 
suspensiôn fue transferida a tubos lysing matrix B y las células fueron lisadas en un 
Hybaid Ribolyser (4°C, 45s, velocidad 6 ). La matriz inorgànica fue retirada por 
centrifugaciôn (13,000xg, 20 min, 4°C) y el sobrenadante transferido a tubos eppendorf 
de 1.5 mL y tratados con el kit Ready-prep 2D cleanup de Bio-Rad, conforme las 
instrucciones del fabricante. Finalmente el precipitado fue resuspendido en tampôn de 
rehidrataciôn (7M urea, 2M tiourea, 2% CHAPS, 0.5% tampôn IPG pH 4.0-7.0, 16.2
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mM DTT, 0.002% azul de bromofenol) y la concentraciôn de proteînas totales se 
determinô por el método del âcido bicinconinico usando un kit comercial (BCA Protein 
Assay Reagent, Pierce) y segûn las instrucciones del fabricante. (Fernandez-Reyes et 
al., 2009).
3.10.2. Extracciôn de proteînas de membrana.
Las células de partida fueron obtenidas conforme al apartado anterior, excepto por 
procéder de cultives de mayor volumen (200 y 250 mL de las cepas sensible y 
resistente respectivamente). Tras la descongelaciôn, el sedimento fue resuspendido 
en 5 mL del tampôn de lisis (tampôn fosfato 0.1 M pH = 6.0, ADNasa I 0.1 mg/mL, 
ARNasa 0.1 mg/mL, 10 mM MgS0 4 ). Las muestras fueron disgregadas, mediante dos 
ciclos consecutivos, por una prensa de French a 1200 PSIs. Finalmente, al lisado 
résultante se le anadiô sal potàsica de EDTA a una concentraciôn final de 15 mM. Las 
bacterias no lisadas fueron retiradas mediante centrifugaciôn (4500 x g, 20 min, 4°C) y 
el sobrenadante fue sometido a ultracentrifugaciôn (140,000 x g, 50 min, 4°C) para la 
obtenciôn de la fracciôn de membranes. La posible contaminaciôn con material soluble 
se eliminô mediante dos ciclos de lavado y resuspensiôn del sedimento en 10 mL del 
tampôn de lisis. A continuaciôn, el sedimento se resuspendiô en 20 mL 0.1 M de 
Na2C0 3  y sometido a agitaciôn continua durante 1 h a 4°C. Finalmente, la fracciôn de 
membranes se recuperô por ultracentrifugaciôn en las mismas condiciones y el 
sedimento résultante se resuspendiô en 2 mL de Tris-HCI 50 mM, pH = 7.3 con 1% de 
ASB-14, detergente zwitteriônico (3-[N.N-dimetil(3-miristoaminopropil) 
amoniojpropanosulfonato mâs 2 mM de tributilfosfina (TBP). La concentraciôn de 
proteînas se midîô por el método del âcido bicinconinico, para ajustar a las 
condiciones del kit Ready prep 2D cleanup, que fue utilizado a continuaciôn siguiendo 
las recomendaciones del fabricante. (Fernandez-Reyes et al., 2009).
3.10.3. Electroforesis en gel bldimensional.
75 pg de proteînas de las muestras de la fracciôn citoplàsmica (apartado 3.10.1.) 
fueron solubilizadas en 300 pL de tampôn de rehidrataciôn y ahadidas a tiras de de 
isoelectroenfoque de 17 cm, pH 4.0-7.0. La rehidrataciôn se realizô a 50 V, 12 h a 
20°C. A continuaciôn la separaciôn por electroenfoque se realizô en 3 etapas: 1.- 
300V, 45 min, 2 - Gradiente creciente de 300 a 3500 V, 22 h 45 min, 3 - Enfoque final 
5000 V 30 min. El limite mâximo de intensidad fue 99 mA por tira. Para la segunda 
dimensiôn, las tiras de isoelectroenfoque résultantes se equilibraron en 2 mL de
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tampôn de equilibrado (0.12M Tris-acetato, pH =7.0, 0.6 M urea, 30% glicerol, 5% 
SDS). Los geles fueron polimerizados siguiendo las indicaciones de la casa comercial 
(12% acrilamida, 0.2% biscrilamida) en el equipo Protean II xi cell (BioRad), una vez 
polimerizados los geles, las tiras se depositaron sobre los mismos y se realizô una 
electroforesis convencional SDS-PAGE a una intensidad constante de 70 m A/gel en 
tampôn de electroforesis (25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 192 mM glicina, 0.1% SDS). Las 
muestras de fracciones enriquecidas en proteînas de membrana se procesaron 
siguiendo el mismo protocolo descrito, excepto la carga que se aumentô a 150 pg de 
proteînas por gel, para détectar proteînas mînoritarias, y el gradiente de pH de las tiras 
de isoelectroenfoque (pH 3.0-10.0).
3.10.4. Tinciôn de proteînas con plata en geles bidimensionales.
El método de tinciôn de proteînas con plata se eligiô por su compatibilidad con 
anâlisis posterior por espectrometrîa de masas (Kim H et al., 2007). Las etapas fueron 
los siguientes: 1.- Fijaciôn (1h, 40% écido acético, 10% etanol). 2 - Sensibilizaciôn (30 
min, 30% etanol, 0.2% Na2S2 0 3 , 6 .8 % CH3COONa ). 3 - Très ciclos sucesivos de
lavado en agua milli-Q (5 min). 4.- Tinciôn (0.25% AgN0 3 , 20min). 5 - Dos ciclos de
lavado (1min) en agua milli-Q. 6 .- Revelado (2-5min, 0.25% Na2C0 3 , 0.04% CH2 OH). 
7 - Finalizaciôn de la reacciôn (1 0 min, 1.46% EDTA-Na2 ). 8  - Lavado (3 ciclos, 5min, 
agua milli-Q). La obtenciôn de imàgenes se realizô en un densitômetro GS-800 
(BioRad).
3.10.5. Anâlisis 2D-DIGE.
El anâlisis 2D-DIGE fue realizado conforme la figura M.1. El anâlisis de imàgenes se
realizô con el programa DeCyder 5.01 (GE Healthcare). El anâlisis diferencial de los
geles se realizô por comparaciôn entre cada uno de los puntos de las cepas resistente 
(R) y sensible (S), el estândar (ST) se utilizô como control interno de cada gel y el 
cociente Cy3/Cy2, Cy5/Cy2 para normalizar la emisiôn de fluorescencia de cada 
punto. El câlculo de las médias se realizô entre las 4 réplicas y las diferencias de 
expresiôn entre cada una de las proteînas de las muestras R y S fueron determînadas 
aplicando el test de t de Student. Se comparô la media y desviaciôn estândar de la 
cantidad de proteîna en cada punto entre los grupos S y R para encontrar diferencias 
significativas no debidas a variaciôn experimental.
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3.10.6. Digestion en gel y extracciôn de péptidos.
El proceso de digestion, extracciôn e identificaciôn de proteînas fue realîzado por 
el grupo de Prof. D Andreu en la Universitat Pompeu Fabra. Una vez tenidos con plata 
los geles 2D y visualizadas las manchas se realizô el code manualmente de las 
proteînas de interés, y posterîor digestiôn en plaças de 96 pocillos en un Multiscreen 
vacum manifold. Previo al anâlisis espetrométrico, se realizô la muestra reducciôn, 
alquilaciôn y digestiôn con tripsina, de proteînas para su identifîcaciôn.
3.10.7. Identificaciôn de proteînas.
La îdentificaciôn de proteînas se realizô por espectrometrîa de masas MALDI- 
TOFF en un instrumente Voyager DE-STR, y mediante nano LC-MS/MS en un 
instrumente Q-Star Pulsar acoplado a una fuente nano ESI (ionizaciôn de 
electrospray), se realizô tante por inyecciôn directa como por separaciôn previa por 
nanocromatografîa liquida (Ultimate II system, LCPackings). Para la identificaciôn de 
proteînas se usô el motor de bûsqueda MASCOT (MatrîxScience) sobre una base de 
dates de secuencîas de proteînas de A. baumannii (15949 secuencias disponibles en 
la base de dates no redondante NCBI). En la bûsqueda se indicaron los siguientes 
parâmetros: tripsina como endoproteasa utilizada para la digestiôn,
carbamidometilaciôn de residues de cisteina y oxidaciôn de proteînas, como 
modificacîones fijas y variables respectivamente. La identificaciôn de homologîa de 
secuencia se realizô con BLAST (http://www.ncbi,nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Para la 
interpretaciôn de las diferencias en el métabolisme se utilize el programa KEGG 
(httD://www.aenome.ad.iD/keaa/Dathwav.htmn (Fernandez-Reyes et al., 2009).
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Figura M 1. 1. Cultivo inicial de las cepas 
sensible y resistente a colistina.
2. Réplicas de las cepas sensible (S i, 82, S3, 
84) y resistente (R i, R2, R3, R4)
3. Extracciôn de proteînas de m em brana  
(apartados 3.10.1 y 3.10.2) de la fracciôn 
citosôlica y de m embrana.
4. G eneraciôn de control interno, estândar 
(ST), m ezclando cantidades équivalentes de 
proteîna de las cuatro réplicas de las cepas 
sensible (6.25 pg de cada una de las replicas 
S i, S2, S3, S4) y resistente (6.25 pg de cada 
una de las replicas R i, R2, R3, R4).
5. Marcaje de proteînas segûn el protocolo 
recom endado por GE Healthcare, las sondas 
fluorescentes Cy2, Cy3 y Cy5 fueron 
disueltas en dim etilform am ida (S igm a) a una 
concentraciôn final de 1 nmol / pL, las 
proteînas fueron m arcadas con las sondas 
Cy2, Cy3 y Cy5, m anteniendo una relaciôn 
de 50 pg de proteîna por 400 pmol de sonda 
(30min a 4°C en oscuridad) la reacciôn se 
detuvo con la adiciôn de 10 pL de Usina 
(Sigma) a una concentraciôn 10 mM (10 min, 
4°C en oscuridad). El estândar fue m arcado 
con la sonda Cy2 en idénticas condiciones a 
las descritas.
6  y 7. Mezcla de m uestras, segûn el diseno 
experimental se m ezclaron 50 pg de cada 
uno de los extractos marcados; 50 pg de la 
cepa sensible, 50 pg de la cepa resistente y 
50 pg del estândar (150 pg de proteîna total). 
8 . E lectroforesis b ldim ensional de los 4 
geles en Idénticas condiciones a las descritas 
en el apartado 3.10.2. La visualizaciôn de las 
proteînas y d igita lizaciôn de las im àgenes se 
realizô con un escaner de fluorescencia 
Typhoon 9400  (GE Healthcare) Cy2 (A e x = 4 9 2  
Aem =510), Cy3 (A e x = 5 5 0  A e m = 5 7 0 ), Cy5 (Aex 
=650 Aem =670).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÔN
4.1. ANÀLOGOS DE CA(1-7)M(2-9) CON e-N,N,N-TRIMETIL USINAS.
4.1.1. INTRODUCClÔN
La modificaciôn de residues especificos de péptidos antibiôticos (véase tabla 1.4.) 
es una de las estrategias mâs utilizadas para la optimizaciôn de su actividad 
antimicrobiana (Zelezetsky y Tossi, 2006), entre las que se incluye la conjugaciôn del 
grupo &-NH2 de las Lys con una amplia variedad de réactivés. En los ultimes anos la 
epigenética ha resaltado la importancia de las sustituciones en el grupo £- NH2 de Lys 
en el control de diverses procesos biolôgicos, por ejemplo procesos criticos del ADN 
como replicaciôn, reparaciôn y transcripciôn, son regulados por modificacîones 
postraduccionales taies como metîlaciôn, acetilaciôn, ubiquitînaciôn y sumoilaciôn, de 
los residues de Lys en histonas. Mâs especîficamente, el grade de metîlaciôn de 
histonas es uno de los mécanismes de regulaciôn de actîvaciôn o represiôn de genes, 
a través de modificaciôn de la arquitectura del nucleosoma (Smith y Denu, 2009). 
Adicionalmente, la metilaciôn de residues de Lys de factores de transcripciôn régula su 
actividad (Subramanian et al., 2008). Fuera de un contexte epigenético, otro proceso 
biolôgico controlado por metilaciôn de Usinas es la trimetilaciôn de la calmodulina, con 
una activaciôn de la NAD kinasa très veces superior a la obtenida con calmodulinas no 
metiladas (Roberts et al., 1986).
El boom de la metilaciôn de Lys en procesos epigenéticos contrasta 
llamativamente con la escasez de tal modificaciôn en el campe de los péptidos 
antimicrobianos. Entre los escasos ejemplos descritos se encuentran; 1) Descripciôn 
de la metilaciôn de al menos un residue de Lys en la oncoricina III, péptido aislado de 
la secreciôn cutânea de la trucha arco iris con actividad frente a bacterias Gram- 
positivas y Gram-negativas (Fernandes et al., 2003). 2) Un anâlogo sintético 
monometilado del péptido KSL, utilizado en formulaciones de goma de mascar con 
efecto anticaries (Na et al., 2007). 3) La lactoferricina, donde la trimetilaciôn de 
cualquiera de sus très residues de Lys provoca disminuciôn de su actividad 
antimicrobiana (Haug et al., 2007). 4) En la melitina, la trimetilaciôn de todos los 
grupos E-amino de las Lys y del grupo amino de la Gly N-terminal causô pérdida 
compléta de su actividad hemolitica (Ramalingam y Belle, 1992). 5) Finalmente, otro 
ejemplo relacionado es la trimetilaciôn ô-amino de los dos residues de ornitina de la 
gramicidina S, que préserva la actividad del péptido parental frente a S. aureus y
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Bacillus subtilis (Kawai et al., 1991 ).
En este trabajo hemos estudiado los efectos de la trimetilaciôn de E-NH2 de 
residues de Lys del péptido hibrido cecropina A-melitina CA(1-7)M(2-9) 
(KWKLFKKIGAVLKVL-NH2 ) sobre su actividad microbicida y citotôxica. Un total de 10 
anâlogos fueron sintetizados (5 monosustituidos, 4 disustituidos y un anâlogo con 
todas las Lys sustituidas). Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados sobre 
eritrocitos de carnero, y su actividad microbicida se evaluô en el parâsito Leishmania, 
como modelo eucariota, y en las bacterias A. baumannii y S. aureus como modèles 
procariotas de bacterias Gram-negativa y Gram-positiva respectivamente. 
Adicionalmente se realizô un estudio de los efectos de la trimetilaciôn sobre la 
conformaciôn del péptido en soluciôn mediante 2D-RMN. La trimetilaciôn de Lys de 
CA(1-7)M(2-9) no causa variaciôn de la carga neta del péptido, sin embargo, si va a 
impedir la formaciôn de puentes de hidrôgeno de los grupos aminos e incrementa, al 
menos localmente, el volumen de la cadena lateral e hidrofobicidad del péptido. El 
objetivo es conocer en detalle la potencialidad de dicha estrategia en la optimizaciôn 
de PAEs, tomando CA(1-7)M(2-9) como prototipo. La elecciôn del mismo fue debida a: 
i) la experiencia existante en el grupo sobre péptidos hibridos cecropina A-melitina, ii) 
su tamano es muy adecuado para sintesis. iii) présenta un extreme amino terminal 
muy rico en Usinas, procédante de la cecropina, mâs un residue de lisina en posiciôn 
13, de la parte central del segmente hidrofôbico de la melitina parental.
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4.1.2. RESULTADOS
4.1.2.1. CA(1-7)M(2-9) y anâlogos utillzados en el estudio.
Las secuencias y caracterizaciôn quimica del péptido parental CA(1-7)M(2-9) y de 
sus anâlogos sustituidos se representan en la tabla R.1. Los péptidos fueron 
sintetizados por el grupo del Prof. D. Andreu (Departament de Ciences Expérimentais i 
de la Salut, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona). Todos ellos se obtuvieron mediante 
sintesis en fase sôlida segûn protocoles estândar de quimica Fmoc. Para la 
incorporaciôn de Lys trimetiladas en las posiciones determinadas se empleô Fmoc- 
Lys(Me3 )-OH com ercia l. Tras desprotecciôn total de los grupos y liberaciôn del péptido 
de la columna, los péptidos fueron purificados por cromatografia de fase reversa 
HPLC, y caracterizados por espectrometrîa de masas MALDI-TOFF. Todos los 
péptidos presentaron una pureza superior al 95%. Los tiempos de retenciôn (tp) en la 
columna de los anâlogos sustituidos fueron en todos los casos ligeramente menores a 
los del péptido parental, sin diferencias significativas asociadas al nûmero de Lys 
trimetiladas.
Tabla R.1. Secuencias y paramètre moleculares de CA(1-7)M(2-9) y anâlogos con E-NH2 trimetil Usinas.
Péptido Secuencia^ b
Masa m olecu lar
tp (min)
Esperada Encontrada*^
CA(1-7)M(2-9) KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.53 1769.18 1770.00
eM-K^ KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.05 1812.24 1813.00
eM-K® KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.11 1812.24 1813.00
eM-K® KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.10 1812.24 1813.00
eM-K^ KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.24 1812.24 1813.00
eM-K^® KW KLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.22 1812.24 1813.00
eM-K^’® KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.12 1855.29 1856.00
eM-K®’® KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.03 1855.29 1856.00
eM-K®'^ KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.14 1855.29 1856.00
ElW-K^i® KW KLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.19 1855.29 1856.00
KWKLFKKIGAVLKVL-NH 2 9.01 1984.45 1985.00
 ^Todos los péptidos se encuentran amidados en su extreme C-terminal. 
en rojo (K). tp= Tiempo de retenciôn en minutes. Masa molecular 
masas MALDI-TOFF.
Las Usinas trimetiladas aparecen 
calculada por espectrometrîa de
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4.1 .2 .2 . A ctiv idad  en L eishm ania  y eritrocitos de carnero .
4 .1 .2  2.1. Evaluaciôn de la v iab ilidad del parasite .
El e fecto  le ishm anic ida de los péptidos se evaluô m ediante  la inh ib ic iôn de la 
capacidad de reducciôn de M TT de los parâs itos (apartado  3.4.2). Todos los péptidos 
ensayados (excepto  el anâ logo inh ib ieron la v iab ilidad de los parâsitos a
concentrac iones m icrom olares, tan to  en ensayo a corto  p lazo (4 h) com o en 
pro life rac iôn  (72 h). Las figuras R.1 y R.2 m uestran la inh ib ic iôn de reducciôn de M TT 
de p rom astigo tes y am astigo tes a d ife rentes concentrac iones del péptido  de re ferencia  
C A (1-7 )M (2-9 ) y de sus anâ logos m onosustitu idos (Fig. R .1) y d isustitu idos (Fig. R.2). 
La igualdad exis tante  entre  inh ib ic iôn de v iab ilidad a corto  p lazo y p ro life raciôn , 
dem uestra  que el e fecto  fina l del péptido requ iere  una incubaciôn igual o in fe rio r a 4 h 
y que d icho efecto es irrevers ib le . Los am astigo tes son, en genera l, m âs resis tentes a 
los péptidos que los prom astigo tes, ya observado en traba jos an te rio res con otros 
anâ logos de cecrop ina A -m elitina  (Luque-O rtega e t al., 2003).
100
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Figura R.1. Actividad de C A(1-7)M (2-9) y de sus anâlogos m onosustitu idos sobre la reducciôn de MTT 
de prom astigotes de L. donovan i y de am astigo tes de L. pifanoi. Curvas de Inhibiciôn a 4h y 72h.
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Figura R.2. Actividad de anâlogos disustituidos de CA(1-7)M(2-9) sobre la reducciôn de MTT de 
promastigotes de L. donovani y de amastigotes de L. pifanoi. Curvas de Inhibiciôn a 4h y 72h.
L a  T a b l a  R . 2  m u e s t r a  lo s  v a l o r e s  d e  E C 50 y  L C 50 d e  lo s  d i f e r e n t e s  p é p t id o s  p a r a  
p r o m a s t i g o t e s  y  a m a s t ig o t e s ,  c a l c u la d o s  a  p a r t i r  d e  la s  c u r v a s  d e  in h ib ic iô n  d e  
r e d u c c iô n  d e  M T T .
Tabla R.2.Actividad leishmanicida de CA(1-7)M(2-9) y anâlogos con E-NH2. trimetil-Lys.
Péptido
* P rom astigo tes L. donovan i * A m astigo tes L. p ifa n o i
^CsoCpM) LCsoCpM) ECsoCmM) LC 5o(mM)
CA(1-7)M(2-9) 1 . 8  ( ± 0 .0 ) 1.5 (±0.1) 4.3 (±0.2) 4.5 (±0 .2 )
eM-K^ 3.9 (±0.3) 2 . 8  ( ± 0 .0 ) 6 . 0  ( ± 0 .8 ) 6.4 (±1 .2 )
eM-K^ 3.3 (±0.0) 3.1 (±0.6) 9.4 (±0.8) 8 . 2  ( ± 1 .0 )
eM-K® 3.7 (±0.0) 1.7 (±0.0) 13.4 (± 0.1) 16.3 (±1.3)
eM-K^ 3.7 (±0.2) 2.3 (±0.0) 11.4 (±0.8) 1 2 . 1  (± 1 .2 )
eM-K^^ 3.5 (±0.1) 2.5 (±0.0) 1 0 . 1  (± 0 .6 ) 11.6 (± 0.5)
eM-K^^ 12.8 (±0.4) 15.5 (±0.6) 16.2 ( ± 0 .1 ) 24.8 (±1.2)
eM-K^’® 5.1 (±0.2) 6.7 (± 0.2) 7.4 (± 0.3) 16.5 (±1 .6 )
eM-K®^ 6 . 1  ( ± 0 .1 ) 5.3 (±0.6) 9.2 (±2.0) 27.0 (±1.2)
eM-K^’^^ 8 . 8  (±0.3) 7.6 (±0.1) 17.0 (± 3.0) 13.5 (±1.4)
>50.0 >50.0 >50.0 >50.0
EC50 y LC50 *(± Desviaciôn estândar).
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Una tendencia general es la pérdida de actividad graduai con el nûmero de Usinas 
trimetiladas, siendo el mâs activo el parental sin trimetilar y el menos activo el 
completamente trimetilado; este ultimo no présenté actividad a 50 pM. La influencia de 
la posiciôn de la E-NH2 trimetilaciôn dentro de los anâlogos monosustituidos no fue 
significativa, sin embargo si lo fue en los disustituidos, el anâlogo présenté
una pérdida de actividad mayor que el resto de dicho grupo.
4.1.2.2.2. Citotoxicidad de los péptidos e indice Teraoéutico.
La potencial aplicaciôn prâctica de los PAEs requiere la evaluaciôn de su toxicidad 
en células de mamifero. La hemôlisis de eritrocitos de carnero es un método vâlido 
para aquellos péptidos que actùen mediante permeabilizaciôn de membrana, como 
son los péptidos cecropina A-melitina. Los péptidos se incubaron 4h con eritrocitos de 
carnero y la hemôlisis se valorô por liberaciôn de hemoglobina al medio (apartado 3.6). 
La figura R.3 représenta la variaciôn de la misma con la concentraciôn de péptido.
CA(1-7 M(2-9)CA(1-7)M(2-9) 
tM-K' 
eM-K3 
eM -K«  
eM-K^ 
eM -K
^1 00  
5
eM-K’
eM-K^«
e M -K « '
EM-K1"
200 0 50 100 150 200 400
PÉPTIDO (pM)
Figura R.3. Actividad de CA(1-7)M(2-9) y anâlogos monosustituidos (A), disustituidos y pentasustituido 
(B) sobre eritrocitos de carnero.
La inclusiôn de lisinas trimetiladas en CA(1-7)M(2-9) supone una disminuciôn 
significativa de su actividad hemolitica, que nuevamente es proporcional al nûmero de 
trimetilisinas incorporadas al péptido, el anâlogo pan-trimetilado carece de hemôlisis a 
200 pM y a la mâxima concentraciôn ensayada (400 pM) sôlo causô un 32%.
A partir de las curvas anteriores se calculé el valor de HC50 de todos los 
compuestos (apartado 3.7). El indice Terapéutico (IT) fue definido como el cociente 
HC5 0 / LC5 0 . La tabla R.3 resume las HC50 e IT de CA(1-7)M(2-9) y sus anâlogos para 
promastigotes de L. donovani y amastigotes de L. pifanoi.
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Tabla R.3. Valores de HC50 sobre eritrocitos de carnero e IT de CA(1-7)M(2-9) y anâlogos con E-NH2. 
trimetil-Lys.
Péptido
**  Indice Terapéutico * Eritrocitos
Promastigotes Amastigotes HCgQ (pM)
CA(1-7)M(2-9) 26.8(1.0) 8.9 (1.0) 40.2 (±2.2)
eM-K^ 27.6(1.0) 12.0(1.3) 77.2 (± 9.1)
eM-K^ 27.6(1.0) 10.4 (1.2) 85.6 (±4.6)
eM-K® 92.7 (3.4) 9.6 (1.1) 157.6 (±7.3)
eM-K^ 71.3 (2.6) 13.5(1.5) 164.0 (±7.8)
eM-K^^ 63.0 (2.3) 13.5(1.5) 157.4 (±1.0)
eM-K^^ 6.7 (0.2) 4.2 (0.5) 105.0 (±3.5)
eM-K^® 17.4 (0.6) 7.1 (0.8) 117.3 (±9.9)
eM-K®^ 25.3 (0.9) 4.9 (0.5) 134.0 ( ± 8 .8 )
eM-K^^^ 10.8 (0.4) 6.1 (0.7) 82.6 (± 9.4)
ND ND > 400.0
‘ (Desviaciôn estândar). indice Terapéutico (IT), IT = HCso/LCso- ** Entre paréntesis valor normalizado con 
respecto al péptido parental. ND: No determinado. Promastigotes de L. donovani y amastigotes de L. 
pifanoi.
Conforme a la tabla R.3 el IT mejora en très de los derivados monosustituidos 
(eM-k®, £M-k^, eM-k^^) respecto a CA(1-7)M(2-9), principalmente debido a la reducciôn 
de la actividad hemolitica de dichos derivados.
4.1.2.2.3 Alteraciones en la membrana plasmética de promastigotes de L. donovani v 
amastigotes de L. pifanoi.
Dado que los péptidos hibridos cecropina A-melitina actûan mediante un 
mecanismo létal basado en la permeabilizaciôn de la membrana plasmética del 
patôgeno (Diaz-Achirica et al., 1998), se procediô a estudiar si la trimetilaciôn de 
lisinas del péptido CA(1-7)M(2-9) provocaba alguna modificaciôn sobre dicho 
mecanismo de acciôn.
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• Entrada de la sonda fluorescente  vital SYTO X Green.
SYTO X Green es una sonda catiôn ica (Pm = 600) incapaz de a travesar la 
m em brana p lasm ética del parésito cuando esta se encuentra Intacta, pero si, cuando 
existen lesiones en la m ism a de tam ano sufic iente. La sonda en el in te rio r ce lu la r y se 
une a los écidos nucle icos increm entando su fluorescencia (apartado  3.8.2).
Todos los ané logos de C A(1-7)M (2-9), a excepciôn de eM-K 1,3 ,6 ,7.13 , causaron
perm eabilizaciôn de la m em brana plasm ética del p rom astigote  y del am astigote. La 
figura R.4 représenta el porcenta je  de fluorescencia  tras 30 m in de incubaciôn con los 
péptidos a 4 pM en am bas form as del parésito. D icha concentrac iôn  fue se leccionada 
por ser representa tive  conform e a los resultados de activ idad obtenidos. La 
perm eabilizaciôn lograda por un péptido determ inado, es cons is ten tem ente  superio r en 
prom astigotes que en am astigotes.
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eM-K6 
eM-K^®- 
eM -K ^^“ 
eM-K^ 3 
eM-K^1 
eM-K® 
eM-K^  
eM-K1 
C A (1-7 )M (2-9 )-
Promastigotes
OO
F
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Figura R.4. Fluorescencia de SYTO X Green en prom astigotes de L. donovan i y am astigotes de L. p ifano i 
tras incubaciôn (30 m in) con el péptido a una concentraciôn final de 4pM. Los valores se refieren al 100% 
de fluorescencia obtenido con 0.1% de Triton-XlOO.
A continuaciôn, se estud iô  la dependencia de la perm eabilizac iôn de m em brana 
plasm ética con la concentrac iôn de péptido, conform e al apartado 3.8.2. Los 
resu ltados obten idos se representan en las figuras R.5 (prom astigo tes) y R.6 
(am astigotes). En todos los casos estud iados se observé un increm ento de 
fluorescencia  dependiente  de concentraciôn y una répida ciné tica  de actuaciôn de los 
péptidos.
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Figura R.5. Dependencia de la fluorescencia de SYTO X Green con la concentraciôn de péptido en 
prom astigotes de L .donovani. Las fléchas indican la adiciôn de 0.1% de TX-100. Concentraciôn de 
péptido (pM). 0.5 i.C ’^ ^ 1 . 5 ^ ^  2.0 4.0 e.o
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• Variaciôn del potencia l de la m em brana plasm àtica del paràsito.
La variaciôn del potencia l de m em brana plasm àtica fue estudiada m ediante el 
increm ento de fluorescencia de la sonda aniônica b isoxonol (apartado 3.8.1). Esta 
sonda increm enta su fluorescencia  cuando se inserta en la m atriz h idrofôbica de la 
bicapa lip id ica de la m em brana. En parasites intactes, su potencia l es negative en la 
cara citop làsm ica de la m em brana, im pid iendo la inserciôn en la m isma. En una 
m em brana despolarizada con d isipaciôn de les grad ientes iônicos a través de ella, la 
sonda partic iona per afin idad con la m atriz h idrofôb ica de la m em brana, increm entando 
su fluorescencia .
La adiciôn de CA (1-7)M (2-9) y de sus anâlogos trim etilados, a excepciôn del pan- 
trim etilado, provoca un increm ento de la fluorescencia de la sonda. A efectos 
com paratives, la figura R.7 représenta el va lor de fluorescencia obtenido para cada 
anàlogo a 4 pM tras 30 min de incubaciôn de les parasites con el péptido. El 
increm ento de fluorescencia  dependiente de la concentraciôn se représenta en las 
figuras R.8 y R.9 en prom astigotes de L. donovan i y am astigotes de L. p ifano i 
respectivam ente.
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Figura R.7. Fluorescencia de la sonda bisoxonol en prom astigotes de L. donovani y am astigotes de L  
p ifano i tras incubaciôn (30 m in) con el correspondiente péptido a una concentraciôn final de 4 pM. Los 
val ores estân norm alizados respecte al 100% de fluorescencia causado por 5 pM de CA(1-8)M (1-18).
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Figura R .8 . Variaciôn de la fluorescencia de la sonda bisoxonol con la concentraciôn de péptidos en 
prom astigotes de L .donovani. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 5 pM de CA(1-8)M (1-18). 
Concentraciôn de péptido (pM .) o.s i . o ^ p ^ i . 5 ^ ^  2.0 4.0 6.0
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Variaciôn de los n ivelas de ATP intracelu lar.
La perm eabilizaciôn de la m em brana p lasm àtica por los péptidos induce una 
d ism inuciôn de lum in iscencia en prom astigotes de la cepa 3-Luc de L. donovani, 
segûn se explicô en el apartado 3.8.3 de m ateria l y métodos.
La figura R.10 m uestra el porcenta je  de lum in iscencia, respecte al contro l, de 
prom astigo tes de L. donovan i 3 -Luc tras 30 min de incubaciôn con el péptido a 4 pM. 
Todos los péptidos producen una dism inuciôn de los niveles de ATP in trace lu lares, a 
excepciôn del anâlogo con todas las pan-trim etilado que no causô e fecto  a lguno a 
d icha concentraciôn.
EM-K®?
eM-K3®
eM-K1-
EM-K1
EM-K?
EM-K®
eM-K3
EM-K1
CA(1-7)M 2-9
0 20 80 1 0 040 60
LUMINISCENCIA
(% respecte al control)
Figura R.10. Porcentaje de lum iniscencia de prom astigotes 3-Luc de L. donovan i respecte al control, tras 
incubaciôn (30 min) con el péptido respective a una concentraciôn final de 4pM.
La figura R.11 représenta la cinética de d ism inuciôn de lum in iscencia, asociada a 
la concentraciôn de ATP in trace lu lar en prom astigotes de L. donovan i 3-Luc tras la 
adiciôn de d iferentes concentrac iones de péptido. La d ism inuciôn de lum in iscencia  es 
dependiente  de la concentraciôn de péptido; el descenso de los n iveles de 
lum in iscencia, d irectam ente re lacionados a los de ATP, m uestra idéntica tendencia  al 
resto de param étrés de perm eabilizaciôn de m em brana estud iados.
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Figura R.11. Cinética de pérdida de lum iniscencia en prom astigotes en prom astigotes de L. donovani 
cepa 3-Luc tras la adiciôn de CA(1-7)M (2-9) y sus derivados con Usinas trim etiladas a diferentes 
concentraciones (pM). o.s i . o - ^ i . 5- A -  2.0 - * - 4 .o  H fr- 6.0
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• A lte rac iones m orfo lôa icas y su re laciôn con la perm eabilidad de m em brana.
Con el ob je tivo  de com p lé te r los resu ltados obten idos sobre la acciôn de los 
péptidos, se proced iô  a estud ia r los cam bios m orfo lôg icos causados por los m ism os 
(apartado  3.8.4) m ediante  m icroscop ia  e lectrôn ica  de transm is iôn. Para e llo  los 
parasites fueron incubados durante  4 h con una concentrac iôn  equ ipo len te  de los 
péptidos que causa entre el 70% -80%  de inh ib ic iôn de viab ilidad. En todos los cases 
(figuras R.12.1 y R .12.2) los péptidos causaron vacuo lizaciôn  del c itop lasm a, pérd ida 
de defin ic iôn de o rgânu los c itop lasm aticos y una salida m asiva del m ateria l ce lu la r de 
la m ayorîa  de los parasites. En contraste , un porcenta je  m inorita rio  de los m ism os 
aparecen con dano m in im e o nulo. Con el fin de con firm ar la exis tencia  de dos 
pob lac iones, se estud iô  la entrada de S YTO X green en idénticas cond ic iones m ediante  
c ito fluo rim e tria  (apartado 3.8.2). En la figura  R.12 aparecen dos pob laciones 
c la ram ente  d ife renc iadas con alta y baja incorporaciôn de SYTO X G reen, cuya 
in terpre tac iôn m às p lausib le  es que el e fecto  de los péptidos se rea lice  de m anera 
”todo  o nada” .
V
L
L 2 ii ï °
k 1 ■| H  1K mMÀ M l1 ' 1 1 'llt| ■ 1 1 • 1 1 ■>! ..............<i| ................ y
10* 10* icf lcr 10* 10* 10* 10*
N° de células
Figura R.12.1. M icroscopia e lectrôn ica de transm isiôn (fila superior) de prom astigotes de L. donovan i 
tratados con 4 pM de CA(1-7)M (2-9), concentraciôn que causa entre 70-80%  de inhib iciôn de viabilidad. 
Barra de aum ento = 1 pm. El panel in ferio r m uestra los niveles de incorporaciôn de la sonda vital SYTO X 
Green en prom astigotes de L. donovan i incubados bajo idénticas condic iones a las de m icroscopia 
e lectrôn ica. A: Parasites contro l, B; C A(1-7)M (2-9) (4 pM)
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N° de células
Figura R.12.2. M icroscopia electrônica de transm isiôn (fila superior) de prom astigotes de L. donovani. 
Barra de aum ento = Ip m . Panel in ferior m uestra los niveles de incorporaciôn de la sonda vital SYTOX 
Green. G: eM-K® (6 pM). D: eM-K^'^^ (12 pM).
4.1.2.3. A ctiv idad  sobre A c in e to b acter b aum ann ii y  Staphylococcus aureus.
4.1 .2 .3 .1 . Evaluaciôn de la activ idad bacteric ida.
La activ idad bactericida de los péptidos se déterm iné m ediante m icrodiluciôn 
liqu ida, descrito  el apartado 3.5.2de m ateria l y m étodos. En la tabla R.4 se m uestran 
los resu ltados de la CMI y C M I5 0  de C A(1-7)M (2-9) y de sus anâlogos con Lys 
trim etiladas. Todos los anâlogos m ostraron activ idad bacteric ida en range m icrom olar 
de concentraciones, a excepciôn del anâlogo pan-trim etilado. La cepa de A. baum ann ii 
sensib le  a co listina fue mâs sensib le  a la acciôn de los péptidos que su hom ôloga 
resistente , cuyas CM Is fueron ligeram ente  superiores. Los valores de CMI para la 
bacteria  G ram -positiva fueron en todos los casos superiores a los obtenidos para la 
cepa de A. baum ann ii sensib le  a colistina. Aunque el patrôn de activ idades 
m icrob ic idas no sigu iô un patrôn consistante , com o norma general los péptidos 
trim etilados raram ente m ostraron activ idades superiores a las del péptido parental, 
s iendo iguales o inferiores
La m ajora del IT es debida a que la trim etilac iôn de Usinas supuso reducciôn de la 
tox ic idad  del péptido (véase apartado 4.1.2.2). El IT (tabla R.5) m ajoré en la m ayorîa
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de los compuestos respecto al péptido de referencia CA(1-7)M(2-9), tanto en la 
bacteria Gram-positiva como en la Gram-negativa.
Tabla R.4. Valores de CM! y CMI50 (pM) para bacterias.
Péptido
* A. baum annii * A. baum annii R^ S. aureus
CMI CMI50 CMI CMI5 0 CMI CMI5 0
CA(1-7)M(2-9) 2.5 (±0 .5 ) 1.1 (± 0.3) 4.5 (±0 .5 ) 2.2 (±0 .3 ) 7.0 (± 1.0) 2.9 (±0 .1 )
£M-K’ 3.0 (±0 .0 ) 1.3 (±0 .1 ) 8.0 (± 1.0) 4 .9 (±  1.1) 7.0 (± 1.0) 3.4 (± 0 .5 )
cNI-K^ 3.0 (±0 .0 ) 1.7 (± 0.3) 7.0 (± 1.0) 3.9 (± 1.9) 7.0 (± 1.0) 2.4 (± 0 .3 )
eM-K® 2.0 (±0 .5 ) 1.4 (±0 .1 ) 6.0 (± 1.0) 3.1 (± 1 .1 ) 7.0 (± 1.0) 4.6 (± 0 .4 )
cM-K^ 3.0 (±0 .0 ) 1.9 (± 0.4) 7.5 (± 1.0) 3.5 (± 1.0) 10.0 (±0 .0 ) 7.2 (± 0 .6 )
eM-K" 3.5 (±0 .5 ) 2.1 (±0 .1 ) 9.5 (±0 .5 ) 5 .9 (±  1.1) 6.5 (± 0.5) 4.4 (± 0 .2 )
eM-K'^ 5.0 (±0 .5 ) 3.5 (± 0.5) 20.0 (±0 .0 ) 10.0 (± 0.0) 8.0 (±2 .0 ) 4.1 (± 1 .2 )
eM-K^® 3.0 (±0 .0 ) 2.0 (± 0.1) 8.0 (± 1.0) 5.7 (±1 .2 ) 10.0 (±0 .0 ) 6.2 (± 0 .5 )
eM-K®? 4.0 (±0 .0 ) 2.6 (± 0.1) 10.0 (±0 .0 ) 7.2 (±0 .7 ) 20.0 (±0 .0 ) 10.7 (±2 .9 )
eM-K^" 2.5 (±0 .5 ) 1.8 (± 0.5) 10.0 (±0 .0 ) 5.4 (±1 .2 ) 8.5 (±0 .5 ) 4.5 (± 0 .3 )
eM-K '^^®'?'" >100.0 >100.0 >100.0 >100.0 >100.0 >100.0
* (± Desviaciôn estàndar). 8* :^ A. baumannii ATCC 19606 sensible a colistina, A. baumannii ATCC 
19606 resistente a colistina.
Tabla R.5. Valor del Indice Terapéutico de CA(1-7)M(2-9) y anâlogos con Lys trimetiladas referidos a su 
actividad bactericida.
* Indice Terapéutico
nepiiuo
A. baumannii A. baumannii S. aureus
CA(1-7)M(2-9) 36.5 (1.0) 18.3 (1.0) 13.8 (1.0)
eM-K^ 59.4 (1.7) 15.8 (0.9) 22.7 (1.6)
eM-K^ 50.3 (1.4) 22.0 (1.2) 35.7 (2.6)
eM-K® 112.2 (3.0) 50.8 (2.8) 34.3 (2.3)
eM-K^ 86.3 (2.3) 46.8 (2.6) 22.8 (1.6)
eM-K^^ 74.9 (2.0) 26.7 (1.5) 35.8 (2.6)
eM-K^’^ 30.0 (0.8) 10.5 (0.6) 13.1 (0.9)
eM-K^’® 58.6 (1.6) 20.6 (1.1) 18.9 (1.4)
eM-K®’^ 51.5(1.4) 18.6 (1.0) 12.5 (0.9)
eM-K^’"'^ 45.8 (1.2) 15.3 (0.8) 18.4 (1.3)
EM -K''® '"' ND ND ND
Indice Terapéutico = HC50/CMI50* Entre paréntesis, valor normalizado respecto al péptido parental ND; No 
determinado. 8^; A. baumannii ATCC 19606 sensible a colistina, R^: A. baumannii AJCC  19606 resistente 
a colistina.
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4.1.2.3.2. Perm eabilizaciôn de la m em brana interna de las cepas de A. baum ann ii 
sensible y resistente a colistina.
El m écanism e de acciôn de los péptidos en bacterias G ram -negativas se
déterm iné m ediante el estudio de la perm eabilizaciôn y variaciôn del potencia l de
m em brana interna de am bas cepas.
• Entrada de la sonda fluorescente vital SYTO X Green al c itoplasm a bacteriano.
Los resu ltados obten idos en bacterias fueron sim ilares a los obtenidos en el
modelo eucariota. Excepte todos los péptidos perm eabilizaron la
m em brana interna de bacterias de m anera dependiente de su concentraciôn en un 
range m icrom olar. Las figuras R.14 y R.15 m uestran la variaciôn de fluorescencia tras 
la ad ic iôn de péptido a d iferentes concentraciones en las cepas de A. baum ann ii 
sensib le  y resistente a colistina, respectivam ente. En la figura R.13 se m uestra la 
fluorescencia  obtenida tras 30 min de incubaciôn con los d iferentes péptidos a una 
concentraciôn de 1.5 pM sobre am bas cepas de A. baum annii.
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Figura R.13 Porcentaje de fluorescencia de la sonda SYTOX Green tras incubaciôn (30 min) de A. 
baum annii cepas  ATCC 19606 8^ y R*" con el péptido a una concentraciôn final de 1.5 pM. Los resultados 
se expresan com o % de fluorescencia obtenida con 0.1% de Triton-X100 + 4pM CA(1-8)M (1-18), 
considerada com o perm eabilizaciôn total.
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Figura R.14. Variaciôn de la fluorescencia de SYTO X Green con la concentraciôn de CA(1-7)M (2-9) y 
anâlogos con Lys trim etiladas en A. baum annii ATC C  19606 S^. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 
0.1% Triton X-100 + 4 pM CA(1-8)M (1-18).
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Figura R.15. Variaciôn de la fluorescencia de SYTOX Green con la concentraciôn de CA(1-7)M (2-9) y 
anâlogos con Lys trim etiladas A. baum annii ATCC 19606 R^. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 
0.1% Triton X-100 + 4 pM CA(1-8)M (1-18).
Concentraciôn de péptido (pM ) o s i . o - ^ i . s - a -  2.0 - * - 4.0 6.0
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•  Variaciôn del potencia l de m em brana interna.
El estud io  de la variaciôn de potencia l de m em brana interna de bacterias se 
realizô con la sonda Disc3(5) (apartado 3.8.1). Tras la adiciôn de los péptidos se 
produjo un increm ento de fluorescencia  depend iente  de concentraciôn en las cepas de 
A. baum ann ii sensib le y resistente a co listina (figuras R.18 y R.19, y R*^  
respectivam ente). En la figura R.17 se m uestra el porcenta je  de fluorescencia  tras 30 
min de incubaciôn del péptido a una concentrac iôn constante  (1.5 pM ) en las dos 
cepas de A. baum ann ii estudiadas. El patrôn no m uestra una tendencia consistante , 
aunque los derivados con dos lis inas trim etiladas, poseen una m ener capacidad de 
perm eabilizaciôn que los m onosustitu idos, al m enos en la cepa susceptib le , m ientras 
que la en resistente d icha tendencia es considerab lem ente  m as errâtica
A. baum annii - A. baumanniiEM-K*3.6,7.13
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EM-K®*
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Figura R.17. Porcentaje de fluorescencia de la sonda Disc3(5)l tras incubaciôn (30 m in) de A. baum annii, 
cepas ATCC 19606 y R*" con CA(1-7)M (2-9) y anâlogos con Lys trim etiladas a una concentraciôn final 
de 1.5 pM. Los resultados se expresan com o % de fluorescencia obtenida con 0.1% de Triton-XlOO + 
4pM CA(1-8)M (1-18), considerada como desporalizaciôn total.
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Figura R.18. Variaciôn de la fluorescencia de la sonda Disc3(5) en A. baumannii ATCC 19606 tras la 
adiciôn de CA(1-7)M(2-9) y de sus anâlogos con Lys trimetiladas. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 
0.1% Triton X-100 + 4 pM CA(1-8)M(1-18).
Concentraciôn de péptido (pM). o.s - A - 1  o - ^ - i . s ^ ^  2 . 0  -*-4 .o  6 . 0
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Figura R.19. Variaciôn de la fluorescencia de la sonda Disc3(5) en A. baum annii A TCC  19606 R tras la 
adiciôn de CA(1-7)M (2-9) y de sus anâlogos con Lys trim etiladas. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 
0.1%  Triton X-100 + 4 pM CA(1-8)M (1-18).
Concentraciôn de péptido (pM ) - # -  o.s i . o - ^ i . s ^ ^  2.0 - * - 4.0 6.0
104
Resultados y  discusiôn
4.1.3. DISCUSIÔN.
Las modificaciones postraduccionales se encuentran estrictamente reguladas en 
todos los procesos biolôgicos por la dependencia de una determinada respuesta 
biolôgica con el tipo de modificaciôn acontecida. En los ûltimos anos se ha demostrado 
la importancia de la metilaciôn de Lys como modificaciôn postraduccional. Se ha 
descrito su papel como modulador epigenético del estado transcripcional de la
cromatina, por ejemplo la metilaciôn de histonas, Nevada a cabo por las metil 
transferasas de histonas (HMTs), implica la activaciôn o represiôn de la transcripciôn 
de determinados genes (Daniel et al., 2005), y se ha demostrado que dichas enzimas 
se asocian a diverses tipos de cancer (Schneider et al., 2002). También se ha descrito 
el papel regulador de la metilaciôn de Lys en la actividad de factores de transcripciôn; 
taies como el receptor de estrôgenos alpha (ER) que es metilado por la Usina metil
transferasa SET7 en su residue 302, con reclutamiento de la maquinaria
transcripcional necesaria para activar la transcripciôn de genes criticos en el desarrollo 
de las glândulas mamarias (Subramanian et al., 2008). La metilaciôn o desmetilaciôn 
de Lys del factor de transcripciôn p53 va a incrementar o suprimir respectivamente su 
actividad transcripcional dependiendo del residue en el que suceda la modificaciôn 
(Scoumanne y Chen, 2008). La actividad del factor de transcripciôn NF-kB, implicado 
en la respuesta inmune e inflamatoria, esta regulada por la metilaciôn de su subunidad 
RelA (Yang et al., 2009). Todas estas modificaciones crean motives de reconocimiento 
especificos en las protein as, de los que dependerâ el tipo de respuesta biolôgica que 
suceda.
Sin embargo, los requerimientos de especificidad de PAEs con lisinas metiladas 
son mucho menores; la acciôn del péptido dependerâ inicialmente del reconocimiento 
entre las membranas aniônicas del patôgeno y el péptido catiônico,
independientemente de su diana final. Un paso previo a esta interacciôn es el control 
de los niveles de péptido disponibles en el medio, regulada tanto por las enzimas 
proteoliticas del propio patôgeno, (Bachrach et al., 2008; Sieprawska-Lupa et al., 
2004) como por las peptidasas présentes en los fluidos biolôgicos. La suma de ambos 
efectos puede alterar sustancialmente la efectividad global del péptido (Giuliani et al., 
2008). P. P. DeLuca y colaboradores realizaron un estudio donde la monometilaciôn 
de la Lys 6 del decapéptido KSL incrementa su estabilidad en presencia de saliva 
humana, tras 5 minutes de incubaciôn la degradaciôn fue cuatro veces inferior a la del 
péptido no metilado (Na et al., 2007). La estabilidad de un péptido en un fluide 
biolôgico, donde esta en contacte permanente con estes sistemas de degradaciôn, es 
clave para su actividad in vivo. Los dates obtenidos por el grupo del Prof. D. Andreu
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indican que el enlace entre las Lys®-Lys^ de CA(1-7)M(2-9) es el màs vulnerable a la 
degradaciôn por tripsina con un incremento significative de la estabilidad de los 
anâlogos cuando se incorporan lisinas trimetiladas, y paralelo al numéro de residues 
sustituidos. Entre los anâlogos mono-sustituidos destaca £-MK^que dobla la de CA(1- 
7)M(2-9). El anâlogo pan-trimetilado fue insensible a la incubaciôn con la enzima 
durante 1 h. Sin embargo, la estabilidad proteolitica no es suficiente para explicar los 
resultados de actividad y de IT obtenidos en nuestro estudio.
Una explicaciôn mâs adecuada reside en los cambios estructurales provocados 
por la trimetilaciôn, que afectan a la interacciôn entre el péptido antibiôtico y la 
membrana, su diana final. Existe abundante literatura sobre la permeabilizaciôn de 
membrana por los hibridos cecropina A-melitina como su mecanismo létal para una 
amplia variedad de patôgenos (Chicharro et ai., 2001; Diaz-Achirica et al., 1998; 
Luque-Ortega et al., 2003; Saugar et al., 2002). Sin embargo, un estudio realizado 
recientemente con el péptido BP100, derivado de un péptido hibrido cecropina A- 
melitina de 1 1  aminoâcidos, sobre membranas artificiales, sugiere su actuaciôn como 
péptido pénétrante de células, con posibilidad de interacciôn con hipotéticas dianas 
intracelulares (Ferre et al., 2009). Los resultados obtenidos en el présente estudio 
confirman que la permeabilizaciôn de la membrana plasmàtica del patôgeno es la base 
del mecanismo létal de este grupo de péptidos. Tanto en células eucariotas como en 
procariotas existe despolarizaciôn de la membrana del patôgeno tras la adiciôn del 
péptido, por disipaciôn de gradientes Na^ y aunque también inducen lesiones 
suficientemente grandes para permitir la entrada a la célula de la sonda vital SYTOX 
Green. Conforme a la cinética del incremento de fluorescencia observado tras la 
adiciôn del péptido, éste actûa râpidamente, lo que en cierto modo evitaria una 
degradaciôn proteolitica masiva previa a su interacciôn con la membrana.
En Leishmania las lesiones generadas en la membrana plasmàtica conducen a 
una disminuciôn significativa y râpida de los niveles de ATP intracelulares, con colapso 
bioenergético y pérdida irreversible de la homeostasis interna del paràsito. El cociente 
EC50/LD 50 prôximo a 1 en la mayorîa de los casos (tabla R.2), confirma que el daho es 
irreversible, e implica la incapacidad de reparaciôn de la célula tras 4 h de incubaciôn. 
Quizâs el ensayo que mejor ilustra el efecto de los compuestos sobre las células es el 
de microscopia electrônica (Fig. R.12), donde se aprecia la permeabilizaciôn de 
membrana plasmàtica y pérdida del material citoplasmâtico de promastigotes tras 4h 
de incubaciôn con el péptido, efecto tipico de PAEs actives en membrana (Diaz- 
Achirica et al., 1998; Guerrero et al., 2004; Luque-Ortega et al., 2003). En las 
microfotografias se observa que la permeabilizaciôn de membrana en los parâsitos 
sucede bajo un patrôn todo o nada; existe una pequeha poblaciôn que permanece
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Intacta tras la acciôn del péptido, junto con una mayoritaria total mente permeabilizada, 
confirmado mediante el ensayo de citofluorimetria, donde la incorporaciôn de la sonda 
SYTOX Green demuestra la presencia de dichas poblaciones. Este patrôn ya ha sido 
descrito anteriormente en Leishmania con otros PAEs, como anâlogos de la magainina 
(Guerrero et al., 2004), o en permeabilizaciôn de liposomas como modelo de 
membranas artificiales, tanto para los péptidos parentales melitina y cecropina A, 
como en péptidos hibridos cecropina A-melitina. En vesiculas unilamelares de POPC 
(Palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina) cargadas con calceina la melitina provocô la liberaciôn 
del fluorôforo de sôlo una parte de las mismas permaneciendo el resto inalterada 
(Benachir y Lafleur, 1995). Idéntico mecanismo fue descrito para la cecropina A 
ensayada sobre vesiculas mixtas POPC/POPG (Palmitoil-oleoil- 
fosfatidilcolina/Palmitoil-oleoil-fosfatidilglicerol) (Gregory et al., 2008), y el péptido 
hibrido CA(1-8)M(1-18) actuô de manera “todo o nada” sobre vesiculas de PS 
(fosfatidilserina) y PC (fosfatidilcolina) (Mancheno et al., 1996), extendido a CA(1- 
7)M(2-9), ensayado en vesiculas fosfolipidicas (Bastos et al., 2008). Por otro lado la 
trimetilaciôn de Lys no supuso alteraciôn significativa del patrôn “todo o nada” 
observado para el péptido parental.
Tras establecer que el mecanismo de acciôn de los anâlogos trimetilados de CA(1- 
7)M(2-9) se basa en la permeabilizaciôn de la membrana plasmàtica, la cuestiôn que 
surge es cômo la trimetilaciôn de lisinas afecta al citado proceso. La trimetilaciôn 
disminuye tanto la actividad microbicida en Leishmania y en bacterias como la 
citotoxicidad del péptido. Por otro lado, dicha disminuciôn se relaciona directamente 
con el numéro de Lys sustituidas con pérdida compléta de actividad con la trimetilaciôn 
de todas las Lys del péptido. Resultados similares han sido descritos en la melitina; el 
anâlogo pan-trimetilado perdiô toda su actividad hemolitica (Ramalingam y Bello, 
1992), mientras que el pan-dimetilado sôlo causô una reducciôn parcial (Dempsey et 
al., 1987). En la lactoferricina la trimetilaciôn de un solo residuo de Lys disminuyô su 
actividad trente a S. aureus y E. coli (Haug et al., 2007).
Tal y como se ha mencionado anteriormente, la trimetilaciôn de Lys préserva la 
carga neta del péptido, sin embargo produce un incremento del volumen de la cadena 
lateral, como consecuencia, la densidad de carga disminuye y por tanto se reduce la 
interacciôn electrostâtica entre la cadena lateral de las Lys y los fosfatos del LPS de la 
membrana externa de Gram-negativas o de las cabezas polares de los fosfolipidos de 
membrana. En este caso se deberia esperar un deterioro igual o mayor en la 
interacciôn con membranas aniônicas que en las zwitteriônicas, es decir que la 
actividad microbicida sufriria una disminuciôn igual o superior a la hemolitica, sin 
embargo los datos expérimentales apuntan en direcciôn contraria. Otro aspecto
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sustancial de la trimetilaciôn es el hipotético aumento que esta produce en la 
hidrofobicidad del péptido, sin embargo, los datos expérimentales (tabla R.1) muestran 
que, todos los anâlogos eluyeron ligeramente mâs râpido de la columna de fase 
reversa HPLC que el péptido parental, teôricamente con menor hidrofobicidad 
funcional. Este resultado explica la menor citotoxicidad observada en todos los 
compuestos respecto al péptido parental. Dado que la membrana plasmàtica de los 
eritrocitos estâ compuesta de fosfolipidos zwitteriônicos la inserciôn del péptido en la 
membrana estaria controlada por su hidrofobicidad mâs que por una interacciôn 
electrostâtica, por lo que su inserciôn en la membrana serâ menor que la de CA(1- 
7)M(2-9), lo que explicaria la menor capacidad hemolitica y las diferencias de IT 
observadas.
Finalmente, la trimetilaciôn supone un incremento de volumen de la cadena lateral 
de Usina, que influenciaria la estructuraciôn del péptido; aunque los péptidos cecropina 
A-melitina se encuentran desestructurados en soluciôn acuosa, en contacte con la 
membrana adoptan hélice a. Dicho proceso ha sido estudiado en vesiculas lipidicas y 
en membranas modelo, siendo el cambio de conformaciôn clave para su actividad 
(Abrunhosa et al., 2005; Andreu et al., 1992; Bhargava y Feix, 2004). En la uniôn de 
CA(1-7)M(2-9) a la membrana se estructura como una hélice a paralela a la bicapa, en 
la interfase entre el medio acuoso y la matriz hidrofôbica, las cadenas latérales de Lys 
interaccionan con los grupos fosfato de los fosfolipidos, mientras que los residuos 
hidrofôbicos se insertan en la matriz hidrofôbica (Abrunhosa et al., 2005; Bastos et al., 
2008; Bhargava y Feix, 2004). Los resultados de RMN de los anâlogos eM-K\ eM-K^^ 
y (Fig. R.20) muestran que el efecto de la trimetilaciôn de Lys sobre la
conformaciôn de CA(1-7)M(2-9) origina una desestructuraciôn de la zona donde se 
realiza, y dicho efecto se incrementa con el numéro de Lys sustituidas. El contenido de 
hélice G disminuye con el numéro de sustituciones, que explicaria la pérdida de 
actividad asociada al numéro de Lys modificadas, leve en el caso de anâlogos 
monosustiudos, mayor en el caso de la doble sustituciôn, y total en el caso del anâlogo 
completamente trimetilado. De manera semejante, la disminuciôn del porcentaje de a- 
hélice en diastereômeros lineales de otros PAEs, mediante inclusiôn de aminoâcidos 
de la serie D, ocasiona una mayor pérdida de citotoxicidad que de actividad 
microbicida (Papo et al., 2002).
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Figura R.20. Estructura 3D de los péptidos determ inada por RMN en 30% TFE A: CA(1-7)M (2-9), B; eM- 
K \  C; eM-K^'^, D: eM-K^'^'® ? '". Resultados obtenidos por la Dra. Dolores D iaz (C IB.CSIC)
El presente trabajo dem uestra la m odulaciôn de la activ idad de C A(1-7)M (2-9) 
m ediante la E-NH2 trim etilac iôn de lisinas: i) D ism inuye su citotoxicidad. ii) M ejora el IT 
de los anâ logos m onosustitu idos, tan to  en Leishm ania  com o en bacterias G ram - 
negativas y G ram -positivas. iii) D ism inuye su susceptib ilidad a proteasas, por lo que se 
increm enta su tiem po de vida m edia en flu idos biolôgicos. Estas m ajoras suponen la 
superaciôn de dos de los m ayores obstâculos en la utilizaciôn de los PAEs com o 
fârm acos, c ito toxic idad e inestabilidad. Por otro lado, y com o prueba de concepto, la 
trim etilac iôn es una herram ienta m uy util que podria  ser ap licada a otros PAEs, con 
ob je to  de m ejorar sus propiedades antim icrobianas, aum entando asi el n ijm ero  de 
fârm acos activos frente a patôgenos m ultirresistentes.
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4.2. ANÂLOGOS DE GRAMICIDINA S CON FENILALANINAS MODIFICADAS Y SU 
ACTIVIDAD BIOLÔGICA.
4.2.1. INTRODUCClÔN.
La GS es un decapéptido ciclico compuesto por dos pentapéptidos unidos cabeza- 
cola [ciclo-(Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro)2 ] cuya estructura y caracteristicas principales se 
han descrito en el apartado 1.1.2.1. A pesar de su amplio espectro de acciôn sobre 
microorganismos, especialmente frente a Gram-positivos, su uso como antibiôtico se 
restringe a aplicaciones tôpicas, por su alta toxicidad en mamiferos (Prenner et al., 
1999). Las modificaciones tendentes a la mejora de su especificidad se han realizado 
tanto en la regiôn de la lamina (3 como en la de los giros p (Afonin et al., 2003; 
Grotenbreg et al., 2006; Kawai et al., 2005) (ver apartado 1.1.1.1). En el présente 
trabajo hemos empleado una serie de anâlogos de GS (serie GS) donde el residuo D- 
Phe es sustituido por anâlogos del mismo que preservan su configuraciôn D y cuyo 
grupo aromâtico varia en tamaho (Fig. R.21). Adicionalmente se estudiô la serie GSX, 
con inversiôn de la secuencia del giro p, mediante una sustituciôn de la secuencia 
nativa [ciclo-(Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro)2] por [ciclo-(Val-Orn-Leu-D-Pro-Phe)2 ], donde D- 
Pro ocupa la posiciôn /+1 y Phe la posiciôn i+2 del giro p. Se mantuvo la quiralidad 
respectiva topolôgica del giro, es decir, D-Phe-Pro se sustituye por D-Pro-Phe. De 
entre los aminoâcidos proteicos Pro es el mâs adecuado para ocupar la posiciôn /+1 
de un giro p de tipo I o II (MacArthur y Thornton, 1991) y del mismo modo, su 
enantiômero D-Pro lo serâ para situarse en la posiciôn /+1 de un giro p de tipo I' o IL, 
por lo que esta inversiôn pretend e la estabilizaciôn del giro p. En esta serie, todos los 
anâlogos, a excepciôn de Acgc, mantienen la aromaticidad de su cadena lateral, e 
incluse algunos poseen un grupo fenilo adicional (Fig. R.22). En esta tesis se ha 
realizado un estudio complete de la actividad biolôgica de estes anâlogos, asi como la 
obtenciôn de la manera mâs précisa posible de relaciones estructura-actividad con los 
resultados de RMN obtenidos por la Dra. M® Angeles Jiménez (Institute de Estructura 
de la Materia, CSIC).
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4.2.2. RESULTADOS.
4.2.2.1. Anâlogos de Gramicidina S utilizados en el estudio.
Gramicidina S y serie GS.
La molécula de gramicidina S y los aminoâcidos seleccionados como sustitutos del 
residuo D-Phe en la serie GS se muestran en la figura R.21. Ademâs de la 
conservaciôn de su configuraciôn D y aromaticidad de su cadena latera, ya 
mencionadas, las modificaciones consistieron en; i) adiciôn de un grupo metilo (D- 
Hpa), que aumenta la distancia entre el esqueleto peptidico y el anillo aromâtico; ii) 
incorporaciôn de un anillo aromâtico adicional fusionado al fenilo directamente (D-Nal- 
1 y D-Nal-2) o no fusionado (D-Dip y D-Flg), en el caso de D-Flg la existencia de un 
enlace covalente adicional entre ambos anillos aromâticos que impide su libre rotaciôn; 
iii) formaciôn de un iminoâcido derivado cuyo grupo amino es secundario, mediante 
uniôn del mismo con el carbone orto del fenilo de D-Phe, que restringe la orientaciôn 
de la cadena lateral, e induce importantes cambios conformacionales en el esqueleto 
peptidico.
Val* MH,
D-Phe '^
C ic lo ( V a l - O r n - L e u - D - P h e - P r o )2  ( G S )
B
C^OOH HgN .^ ,COOH HgN COOH
D*Hpd D-i-NsI
HjN ^ ^COOH HjN ^  ^  COOH N. C^OOH
D-2-Nal D-Dip D-Flg D-TIc
Figura R.21. Estructura de GS (A), y anâlogos de D-Phe (B). Hpa: homofenilalanina, Nal: naftiiaianina, 
Dip: (i,(i-difenilalanina, Fig: fluoreniiglicina, Tic: âcido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico.
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Secuencias v masas moleculares de GS y anâlogos de la serie GS.
La sintesis de gramicidina S y sus anâlogos fue realizada por la Dra. Concepcion 
Solanas en el grupo del Prof. D. Andreu (Departament de Ciences Expérimentais i de 
la Salut, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona), mediante sintesis peptidica en fase 
sôlida aplicando quimica de tipo Boc. Como résina se empleô la de tipo Merrifield. El 
grado de pureza de los péptidos fue determinado mediante anâlisis por HPLC y la 
caracterizaciôn se realizô por espectrometria de masas MALDI-TOF. Todos los 
péptidos presentaron un grado de pureza superior al 99%. La tabla R.6 muestra la 
secuencia y masa molecular de gramicidina S y anâlogos de la serie GS empleados, 
asi como la nomenclatura asignada a cada uno de los péptidos en la présente tesis.
Tabla R.6 . Secuencias peptidicas, nomenclatura y masas moleculares de gramicidina S y anâlogos de 
GS.
i+ V Secuencia Nomenclatura Masa molecular
D-Phe ciclo(Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro) 2 GS 1141.45
D-Hpa ciclo(Val-Orn-Leu-D-Hpa-Pro)2 GSHpa 1169.50
D-1-Nal ciclo(Val-Orn-Leu-D-1 -Nal-Pro )2 GSNall 1241.56
D-2-Nal ciclo(Val-Orn-Leu-D-2-Nal-Pro)2 GSNal2 1241.56
D-Dip ciclo(Val-Orn-Leu-D-Dip-Pro)2 GSDip 1293.64
D-Flg ciclo(Val-Orn-Leu-D-Flg-Pro)2 GSFIg 1289.61
D-TIc ciclo(Val-Orn-Leu-D-Tic-Pro)2 GSTic 1165.47
* Aminoâcido en posiciôn i+^.
Anàlogo GSX v Serie GSX.
Adicionalmente se ensayô una nueva familia de anâlogos de GS, donde la 
secuencia del giro R se invirtiô antes de realizar la sustituciôn del residuo de 
fenilalanina. La figura R.22 muestra la estructura de GSX (A), donde D-Pro ocupa la 
posiciôn /+1 y Phe la posiciôn i+2 del giro (I, y los aminoâcidos seleccionados para 
reemplazar al residuo Phe (B). Como sustitutos se seleccionaron inicialmente los 
aminoâcidos Dip, Fig, Tic y los dos enantiômeros de CsdiPhe. A excepciôn de Tic, 
todos ellos poseen dos anillos aromâticos con orientaciones muy diferentes entre si. El 
anâlogo Acsc, fue utilizado para conocer la restricciôn intrinseca impuesta por el anillo 
ciclopropânico. Finalmente, se estudiaron los cuatro estereoisômeros del aminoâcido 
CaPhe, asi como el résultante de la apertura del ciclopropano (aMe)Phe.
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Orn^
LeuPhe NH;Val
i+2 0 0
8HN
0 O
0
NH
N
H,+1 ( j
1+2
Ciclo(Val-Orn-Leu-D-Pro-Phe ) 2  (GSX)
B
HgN .COOH HpN.. ,COOH N. .COOH
Tic
HzN.^,COOH HgN^^COOH H2N-.,^COOH HzN^^^COOH 
P h - ^  T V — Ph
Dip Fig
^Ph Ph"-^
(P,P)c3 diPhe (S,S)c3 dlPhe AC3 C (aMe)Phe
HzN  ^ ^COOH H2N^.C00H HgN^^^COOH HjN^^COOHJ Ph
(S,S)c3Phe (RP)c3Phe (S,P)c3Phe {R,S)c^Phe 
Figura R.22. Estructura de GSX (A), y anâlogos de D-Phe para esta serie (B). 
Secuencias v masas moleculares de GSX v anâlogos de la serie GSX
La tabla R.7 muestra la secuencia y masa molecular del anàlogo de gramicidina S 
GSX, donde D-Pro ocupa la posiciôn i+^ y Phe la posiciôn i+2 del giro Ii, y los anâlogos 
obtenidos a partir del mismo, asi como la nomenclatura asignada a cada uno de estes 
péptidos en la présente tesis.
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Tabla R.7. Secuencias peptidicas, nomenclatura y masas moleculares de GSX y anâlogos de GSX.
i+ 2 * S ecuenc ia N om encla tu ra Masa m o le cu la r
Phe cic lo(Val-Orn-Leu-D-Pro-Phe)2 GSX 1141.45
Dip cic lo(Val-Orn-Leu-D-Pro-D ip)2 GSXDIp 1293.64
Fig cic lo(Val-O rn-Leu-D-Pro-Flg)2 GSXFIg 1289.61
T ic clc lo(Val-O rn-Leu-D-Pro-Tic)2 GSXTIc 1165.47
(R ,R )C jd \P he ciclo(Val-Orn-Leu-D-Pro-(/?,/?)c3d iP h e )2 GSXJ 1317.66
(S ,S )c3d iPhe ciclo(Val-Orn-Leu-D-Pro-(S ,S)C3d iP h e )2 GSXU 1317.66
AC3C ciclo(Val-Orn-Leu-D-Pro-Ac3C)2 GSXZ 1013.28
(S ,S )c3Phe ciclo(Val-O rn-Leu-D -Pro-(S ,S)c3P he )2 G S X cl 1165.47
(/?,/? )c3Phe ciclo(Val-Orn-Leu-D-Pro-(/?,/?)c3P he )2 GSXc2 1165.47
(S ,/? )c3Phe cic lo(Val-Orn-Leu-D-Pro-(S ,/?)c3P he )2 G S X tl 1165.47
(/? ,S )c3Phe cic lo(Val-O rn-Leu-D -Pro-(R ,S)c3P he )2 GSXt2 1165.47
(aM e)Phe cic lo(Val-Orn-Leu-D-Pro-(aM e)Phe)2 GSXMePhe 1169.50
* Aminoâcido en la posiciôn i+2.
4.2.2.2. Actividad de Gramicidina S y anâlogos de la serie GS en Leishmania y 
eritrocitos de carnero.
4.2.2.2.1. Evaluaciôn de la viabilidad de! paràsito.
El efecto leishmanicida de la Gramicidina S y de sus anâlogos se evaluô mediante 
la inhibiciôn de la capacidad de reducciôn de MTT de los parâsitos. Todos los péptidos 
ensayados inhibieron la viabilidad de promastigotes y amastigotes de manera 
dependiente de la concentraciôn en rango micromolar, tanto en ensayo a corto plazo 
(4 h) como en inhibiciôn de la proliferaciôn (72 h). La figura R.23 muestra la 
dependencia de la inhibiciôn de reducciôn de MTT con la concentraciôn. La similitud 
entre las curvas de inhibiciôn a 4 h y proliferaciôn, demuestra que el daho producido 
tras las 4 h es irreversible.
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Figura R.23. Inhibiciôn de la reducciôn de MTT por G ram icid ina S y sus anâlogos (serie GS) en 
prom astigotes de L. donovan i y de am astigo tes de L. p ifano i. Curvas de Inhibiciôn a 4h y 72h.
Los va lo res de EC 5 0  y LC 5 0  ca lcu lados a partir de las curvas de inhib iciôn 
an te rio res se m uestran en la tab la  R .8 . Los anâ logos de gram ic id ina  S son 
le ishm an ic idas en un range de concentrac iôn  s im ila r a la del péptido  parenta l; en 
am astigo tes  existe  una ligera m ejora  de activ idad  para todos les anâ logos, excepte  de 
G S T ic que présenta  una pequena pérd ida de activ idad respecte  a GS. En 
p rom astigo tes G SH pa, G SNaU y G SN al2 son m âs actives, el reste de anâlogos 
m antienen va lores m uy prôxim os a GS.
Tabla R.8 . Actividad le ishm anicida de GS y anâlogos de la serie GS.
Péptido *D-Phe'*'* -
‘ ‘ Promastigotes “ Amastigotes
LC 5 0 EC 5 0 LC 5 0
GS D-Phe 4.8 (± 0 .1 ) 4.3 (± 0.2) 5.1 (± 0.1) 4.7 (± 0 .1 )
GSHpa D-Hpa 2.5 (± 0 .1 ) 2.5 (± 0 .0 ) 1.9 (±0 .0 ) 1 . 6  ( ± 0 .0 )
GSNaU D-1-Nal 2.9 (± 0.1) 2 . 1 ( ± 0 .1 ) 2.5 (±0 .1 ) 2.4 (± 0.2)
GSNal2 D-2-Nal 3.5 (± 0 .5 ) 2.4 (± 0.0) 2 . 2  ( ± 0 .1 ) 1.4 (± 0 .1 )
GSDIp D-Dip 4.2 (± 0.4) 3.0 (± 0 .1 ) 2.3 (± 0 .1 ) 2 . 0  ( ± 0 .1 )
GSFIg D-Flg 5.3 (± 1.4) 3.7 (± 0.1) 3.0 (± 0 .1 ) 1.9 (± 0 .4 )
GSTic D-Tic 5.3 (± 0 .6 ) 3.8 (± 0 .0 ) 6.5 (± 0 .2 ) 6.2 (± 0 .4 )
*D-Phe es sustitu ido por su anâlogo indicado. EC50 y LC5o(pM ). **(± Desviaciôn estàndar). Prom astigotes 
de L. donovan i y am astigo tes de L. pifanoi.
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4.2 .2 .2 .2 . C ito tox ic idad de los péptidos e Indice Terapéutico .
C onform e al apartado  4.1 .2 .2  el e fecto  c ito tôx ico  de los péptidos se éva lué  
m ediante  hem ôlis is, m edida por la liberaciôn de hem oglob ina de eritroc itos de carnero  
al m ed io  tras 4h de incubaciôn con los com puestos. Todos los anâlogos de la serie GS 
resu ltaron son m âs c ito tôx icos que el pép tido  parenta l, a excepciôn del anâ logo  G ST ic 
Guya hem ôlis is  fue s ign ifica tivam en te  m enor que el resto de anâ logos (fig. R .24). Sus 
respectivas HC 5 0  e IT se recogen en la tab la  R.9. La m ejora del IT tan to  en 
p rom astigo tes de L. donovan i com o en am astigo tes de L. p ifano i se debe 
esencia lm en te  a la m enor tox ic idad de G ST ic respecte  a la g ram ic id ina S.
o 100
LU 92 GS
GSHpa
GSNaU
GSNal2
GSDip
GSFIg
GSTic
40 500 10 20 30
P É P T ID O  (pM )
Figura R.24. Actividad de G ram icid ina S y anâlogos de la serie GS sobre eritrocitos de carnero. El 100% 
de hem ôlis is se obtuvo con 0.1%  TX-100.
Tab la  R.9. A ctividad hem olitica e Indice terapéutico en Le ishm ania  de GS y anâlogos serie GS
Péptido *D-Phe44 **lndice Terapéutico ***Eritrocitos
Promastigotes Amastigotes HC5 0
GS D-Phe 4.9 (1.0) 4.4 (1.0) 21.1 (±2 .6 )
GSHpa D-Hpa 2.8 (0.6) 4.3 (0.9) 7.0 (±0 .3 )
GSNall D-1-Nal 2.3 (0.5) 2.1 (0.5) 5.0 (± 0.1)
GSNal2 D-2-Nal 2.9 (0.6) 4.9 (1.1) 7.1 (±3 .5 )
GSDip D-Dip 2.9 (0.6) 4.5 (1.0) 9.0 (± 1.1)
GSFIg D-Flg 1.6 (0.3) 3.2 (0.7) 6.2 (±0 .3 )
GSTic D-Tic 13.4 (2.7) 8.2 (1.9) 51.0 (±3 .6 )
*D -Phe es sustitu ido por el am inoâcido indicado. indice te rapéutico (IT) IT = HC50/ LCso-
** Entre paréntesis va lor norm alizado respecto al péptido parental. HC50 (pM)- ***(± Desviaciôn estàndar)
P rom astigo tes de L. donovan i y am astigo tes de L. p ifano i .
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4 .2 .2 .2 .3 . A lte rac iones en la m em brana p lasm àtica  de prom astigo tes de L. d o nova n i y 
am astigo tes de L. p ifanoi.
•  A lte rac iones m orfo lôa icas. M icroscop la  e lectrôn ica .
El ensayo se rea lizô  sobre prom astigo tes de L. donovan i y am astigo tes  de L. 
p ifano i. Los péptidos estud iados fueron GS y G STic, este u ltim o se lecc ionado por 
p resen te r el m ejor IT. El ensayo  se rea lizô  en cond ic iones esténda r (3 .8 .4 .) a una 
concentrac iôn  de péptido cercana a la EC 5 0 . En am astigo tes se observa la fo rm aciôn  
de am pollas en la m em brana p lasm àtica  e inc ip ien te  vacuo lizac iôn  del c itop lasm a, 
m ientras que en p rom astigo tes se observan dos pob lac iones una con m ayor 
vacuo lizac iôn  del c itop lasm a y desorgan izac iôn  de o rgânu los in trace lu lares, m ientras 
que la otra perm anece ina lte rada tras la incubaciôn con el péptido , bajo un patrôn 
“todo  o nada” (fig. R .25).
%
Figura R.25. M icroscopla e lectrôn ica de transm isiôn de prom astigotes de L. donovan i (panel superior) y 
de am astigo tes de L. p ifano i (panel in ferior) tratados con GS y anâlogos a una concentraciôn que causa 
aproxim adam ente el 50% de inhib iciôn de viabilidad (5 pM). Barra de aum ento  = 1 pm. Las fléchas indican 
las am pollas form adas en la m em brana plasm àtica debido a la acciôn del péptido. A: Control, B; GS G: 
GSTic.
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Perm eabilizaciôn de la m em brana plasm àtica de Leishm ania.
GS Y G STic perm eabilizaron la m em brana plasm àtica de prom astigotes y 
am astigotes de m anera dependiente de la concentraciôn, sin em bargo existen 
d ife rencias entre am bos péptidos, para una concentraciôn dada, GS logra una m ayor 
perm eabilizac iôn y una cinética màs ràpida que GSTic, a pesar de que la EC 5 0  de 
am bos com puestos es muy s im ilar (fig. R.26).
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Figura R.26. Variaciôn de la fluorescencia de SYTOX Green tras la adiciôn de péptidos en prom astigotes 
de L. donovan i (panel superior) y am astigotes de L. pifanoi. (panel inferior). Las fléchas indican la adiciôn 
de 0.1%  de TX-100. Concentraciôn de péptido (pM). 1 - # - 2  - ^ 4 - A - 6 - * "  8 - B - 10
•  D espolarizaciôn de la m em brana plasm àtica del paràsito.
Tante  GS ccm c G STic despc la rizarcn  la m em brana p lasm àtica del paràsitc  
(prom astigo tes y am astigotes) de form a dependiente de la concentraciôn, la figura 
R .27 m uestra la cinética del increm ento de fluorescencia de la sonda bisoxonol tras la 
ad ic iôn del péptido.
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F igu ra  R.27. Variaciôn de la fluorescencia de bisoxonol tras la adiciôn de péptidos a prom astigotes de L. 
donovani (panel superior) y am astigotes de L. p ifano i (panel inferior). El 100% de fluorescencia se obtuvo 
con 5 pM de CA(1-8)M (1-18). Concentraciôn de péptido (pM). 2 - ^ * 4- ^  6 “• “ 8 10
•  Variaciôn de los niveles de ATP intracelular.
El efecto de GS y G STic sobre la m em brana plasmàtica de prom astigotes causé 
dism inuciôn de los n iveles intracelulares de ATP, dependiente de la concentraciôn de 
péptido, GS m ostrô una cinética màs ràpida y una m ayor d ism inuciôn de lum iniscencia 
que GSTic. (F ig.28).
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F igu ra  R.28. Disminuciôn de lum iniscencia en prom astigotes de L. donovani 3-Luc tras la adiciôn de GS y 
GSTic a diferentes concentraciones. Concentraciôn de péptido (pM) 1 ' • ^ 2  10
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4.2.2.3. Actividad bactericida de Gramicidina S y anâlogos de la serie GS.
4.2.2.3.1. Evaluaciôn de la viabilidad bacteriana y càlculo de la CMI.
La actividad de la gramicidina S y de sus anâlogos se évalué sobre bacterias 
Gram-positivas (S. aureus y L. monocytogenes) y Gram-negativas, (cepas sensible y 
resistente a colistina de A. baumannii). El método empleado para la determinaciôn de 
la CMI se ha descrito en el apartado 3.5.2. Los resultados obtenidos se recogen en 
tablas R.10 y R.11.
Tabla R.10. Actividad de GS y anâlogos serie GS sobre bacterias Gram-negativas.
Péptido *D-Phe^'‘' -
**A. b a u m a n n ii S^ **A. b a u m a n n ii
CM! CMI5 0 CM! CMI5 0
GS D-Phe 15.0 10.1 (± 0 .4 ) 20.0 13.1 (±0 .0 )
GSHpa D-Hpa 6.0 4.6 (± 0 .1 ) 8.0 6.2 ( ± 0.1)
G SNall D-1-Nal N.D 35.9 (± 0 .0 ) N.D >40.0
GSNal2 D-2-Nal N.D 39.6 (± 0 .0 ) N.D >40.0
GSDip D-Dip 15.0 9.6 (±0 .9 ) 20.0 17.8 (±0 .0 )
GSFIg D-Flg 40.0 15.4 (±1 .3 ) N.D >40.0
GSTic D-Tic N.D >40.0 N.D >40.0
*D-Phe es sustituido por el aminoâcido indicado. CMI y CMI50 (pM) ** (± Desviaciôn estàndar).
S*^ : A. baumannii ATCC 19606 sensible a colistina, A. baumannii ATCC 19606 resistente a colistina.
Tabla R.11. Actividad de GS y anâlogos serie GS sobre bacterias Gram-positivas.
Péptido 4 4
**S. aureus **L. m on o cy to g e n e s
*D-Phe ’
CM! CMI50 CM! CMI50
GS D-Phe 10.0 7.9 (± 0.8) 11.0 6.7 (±0 .2 )
GSHpa D-Hpa 6.0 3.5 (±0 .1 ) 5.0 2.4 (±0 .0 )
GSNaU D-1-Nal 6.0 2.9 (±0 .5 ) 15.0 8.6 ( ± 0.6)
GSNal2 D-2-Nal 10.0 4.6 (± 0 .6 ) 12.0 7.8 (±0 .4 )
GSDip D-Dip 6.0 3.4 (±0 .0 ) 12.0 7.7 (±0 .6 )
GSFIg D-Flg 25.0 8.0 (± 0 .3 ) 20.0 9.2 (±1.4)
GSTic D-Tic 8.0 4.9 (±0 .4 ) 11.0 8.3 (± 0.5)
*D-Phe es sustituido por el aminoâcido indicado. CMI y CMI50 (pM) ** (± Desviaciôn estàndar). ND.: No 
determinado.
121
Resultados y  discusiôn
En bacterias Gram-negativas el ûnico anâlogo que supera al péptido parental es 
GSHpa, el anâlogo GSDip tiene valores de CMIs prôximos a GS, mientras que el resto 
de anâlogos presentan una pérdida total o parcial de actividad sobre este modelo. La 
cepa A. baumannii es mâs resistente a todos los péptidos estudiados que su 
isogénica A. baumannii S^.
Tanto la gramicidina S como el resto de anâlogos son mâs activos sobre Gram- 
positivas que negatives, sobre estas ultimas el anâlogo GSHpa también fue el mâs 
active de los estudiados, el resto de anâlogos mostraron valores de CMIs similares a 
GS, a excepciôn de GSFIg con una ligera disminuciôn de actividad sobre las especies 
Gram-positivas.
4.2.2.3.2. indice terapéutico de los péptidos en bacterias.
Los valores de IT calculados para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas 
aparecen en la tabla R.12. Los valores de HC50 empleados en el câlculo del IT son los 
obtenidos para Gramicidina S y sus anâlogos de la serie GS, apartado 4.2.2.2. El IT en 
Gram-negativas no mejora en ningùn caso, sin embargo GSTic si lo hace 
significativamente en Gram-positivas, duplicândose para L. monocytogenes y casi 
cuadruplicândose para S. aureus.
Tabla R.12. indice Terapéutico (IT) de GS y anâlogos serie GS en bacterias.
Péptido ‘D-Phe'*'''
**lndice Terapéutico
A. baumannii S*^ A. baumannii S. aureus L. monocytogenes
GS D-Phe 2 . 1  (1 .0 ) 1 . 6  ( 1 .0 ) 2.7 (1.0) 3.1 (1.0)
GSHpa D-Hpa 1.5 (0.7) 1.1 (0.7) 2.0 (0.7) 2.9 (0.9)
GSNall D-1-Nal 0 . 1  (0 .0 ) N.D. 1.7 (0.6) 0 . 6  (0 .2 )
GSNal2 D-2-Nal 0 . 2  (0 .1 ) N.D. 1.5 (0.6) 0 .9 (03 )
GSDip D-Dip 0.9 (0.4) 0.5 (0.3) 2.5 (0.9) 1.1 (0.4)
GSFIg D-Flg 0.4 (0.2) N.D. 0.8 (0.3) 0 .7 (02 )
GSTic D-Tic N.D. N.D. 10.4 (3.8) 6 . 0  (2 .0 )
*D-Phe es sustituido por el aminoâcido indicado. IT = HC50 / CMIso- **Entre paréntesis se indica el valor 
normalizado respecto a GS. S^; A. baumannii ATCC 19606 sensible a colistina, R^: A. baumannii ATCC 
19606 resistente a colistina.
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4.2.2.4. A ctiv idad  le ishm anicida y hem olitica de G SX y anâlogos de la serie GSX.
4.2.2.4.1. Evaluaciôn de la actividad le ishm anicida.
La m etodo log la  fue sem ejante a la descrita  anteriorm ente (4.1.2.1 y 4.2.2.1). No 
todos los com puestos de esta serie inhib ieron la capacidad de reducciôn de M TT de 
los paràsitos en el rango de concentraciôn estudiado (0-40 pM), los com puestos 
GSXU, G SXZ y G SXt2 no fueron activos a la m axim a concentraciôn ensayada sobre 
prom astigotes y am astigotes. La figura R.29 m uestra las curvas de inhibiciôn de la 
reducciôn de MTT de los anâlogos activos en d icho rango de concentraciôn.
GSX GSXDip GSXJ100
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GSXFIg GSXt1G S X d
3  o
100 GSXc2 GSXMePheGSXTic
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P rom astigotes 4h 
P rom astigotes 72h  
A m astigotes 4h 
Am astigotes 72h
F ig u ra  R.29. Inhibiciôn de la reducciôn de MTT de prom astigotes de L. donovani y de am astigotes de L. 
p ifano i a 4h y 72h por la acciôn de anâlogos de G ram icidina S (serie GSX).
Los resultados dem uestran que los danos ocasionado por los péptidos tras 4 h de 
incubaciôn son irréparables, a excepciôn de los anâlogos G S X c l y GSXc2 cuyas 
curvas de proliferaciôn m uestran una recuperaciôn parcial en el caso de 
prom astigo tes. Por otro lado, estos com puestos presentan adem âs muy baja actividad
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sobre amastigotes. La tabla R.13 recoge los valores de EC50 y LC50, obtenidos de las 
curvas de inhibiciôn anteriores. La actividad del anâlogo GSX es significativamente 
menor que GS y dicha diferencia es mayor para la forma amastigote. Sin embargo, los 
anâlogos GSXFIg y GSXTic son mâs activos que GS sobre ambas formas de paràsito, 
GSXDip sôlo lo es en promastigotes mientras que es ligeramente inferior en el 
amastigotes. GSXJ, GSXt1 y GSXMePhe son leishmanicidas a concentraciones 
ligeramente superiores a GS. El resto o son inactivos (GSXU, GSXZ, GSXt2) o sufren 
una caida significativa en su actividad (G S X d y GSXc2).
Tabla R.13. Actividad leishmanicida de GS y anâlogos de la serie GSX.
Péptido *Phe5.5
**Prom astlgotes ** Am astigotes
EC 5 0 LC 5 0 EC 5 0 LC 5 0
GS J 4.8 (± 0 .1 ) 4.3 (± 0 .2 ) 5.1 (± 0.1) 4.7 (± 0 .1 )
GSX Phe 10.4 (± 0 .0 ) 12.4 (± 2 .0 ) 27.3 (± 0 .0 ) 25.0 (± 0 .2 )
GSXDip Dip 3.1 (± 0 .1 ) 2.7 (± 0 .3 ) 7.4 (± 0 .1 ) 8.5 (± 0 .8 )
GSXFIg Fig 1.7 (± 0 .2 ) 1.6 (± 0 .1 ) 3.2 (± 0 .4 ) 3.6 (± 0 .0 )
GSXTic Tic 2.1 (± 0 .1 ) 2.2 (± 0 .1 ) 2.7 (± 0 .0 ) 2.9 (± 0 .1 )
GSXJ (R,R)c3dlPhe 6.6 (± 0.4) 5.8 (± 0.5) 8.6 (± 1.0) 6.7 (± 2 .7 )
GSXU (S.S)c3diPhe >40.0 >40.0 >40.0 >40.0
GSXZ Ac3c >40.0 >40.0 ^40.0 >40.0
G S X cl (S.S)c3Phe 16.3 (± 0 .0 ) 32.8 (± 1 .8 ) >40.0 >40.0
GSXc2 (R,R)c3Phe 16.0 (± 0 .0 ) >40.0 >40.0 >40.0
G S X tl (S,R)c3Phe 7.8 (± 1 .3 ) 8.6 (± 0 .9 ) 11.4 (± 0 .1 ) 11.7 (± 2 .2 )
GSXt2 (R,S)c3Phe >40.0 >40.0 >40.0 >40.0
GSXM ePhe (aMe)Phe 8.5 (± 1 .1 ) 8.0 (± 0 .8 ) 10.7 (± 0 .1 ) 9.4 (± 1 .7 )
*Phe^'^ es sustituida por el aminoâcido indicado. _ f : D-Phe ocupa la posiciones 4 y4 . EC50 y LCsolpM). ** 
(± Desviaciôn estàndar). Promastigotes de L. donovani y amastigotes de L. pifanoi
4.2.2.4.2. Citotoxicidad e IT de los péptidos.
El efecto hemolitico de los anâlogos fue ensayado sobre eritrocitos de carnero 
conforme a (4.1.2.2. y 4.2.2.2). Los resultados obtenidos conjuntamente con los de GS 
se muestran en la figura R.30. A excepciôn de GSXFIg y GSXTic, todos los anâlogos 
de la serie fueron igual (GSXJ) o menos hemoliticos que GS. La disminuciôn de 
citotoxicidad implica que el IT de los anâlogos GSX, GSXDip y GSXtl mejora respecto 
al péptido parental en promastigotes, y para GSXMePhe en ambas formas del 
paràsito. Los valores de HC50 y de IT se resumen en la tabla R.14.
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Figura R.30. Actividad hem olitica de GS y anâlogos de la serie GSX. El 100% de hem ôlisis se obtuvo 
con 0.1% TX-100.
T ab la  R.14. Actividad hem olitica sobre eritrocitos de carnero e indice Terapéutico para Leishm ania  de GS 
y anâlogos de la serie GSX
Péptido *Phe®®
***INDICE TERAPEUTICO **ERITROCITOS
Promastigotes Am astigotes HC 5 0
GS J 4.9 (1.0) 4.4 (1.0) 21.1 (± 2.6)
GSX Phe 6.3 (1.3) 3.1 (0.7) 78.7 (±4.2)
GSXDip Dip 1 2 . 6  (2.6) 4.0 (0.9) 34.0 (± 3 .7 )
GSXFIg Fig 1.3 (0.2) 0.6 (0.1) 2.1 (± 1.4)
GSXTic Tic 3.5 (0.7) 2.6 (0.6) 7.7 (± 1.5)
GSXJ (R,R)c3diPhe 4.5 (0.9) 3.9 (0.9) 26.0 (±2.4)
GSXU (S,S)c3diPhe N.D. N.D. >50.0
GSXZ Ac3c N.D. N.D. >50.0
G S X d (S,S)c3Phe N.D. N.D. >50.0
GSXc2 (R,R)c3Phe N.D. N.D. >50.0
G S X tl (S,R)c3Phe 6.6 (1.3) 4.9 (1.1) 57.0 ( ± 3.8)
GSX12 (R,S)c3Phe N.D. N.D. >50.0
GSXMePhe (aMe)Phe 7.0 (1.4) 6.0 (1.4) 56.5 (± 3.9)
*Phe^'^ es sustitu ida por el am inoâcido indicado. _ f  : D-Phe ocupa la posiciones 4 y4 '. HCso (pM). ** (±
Desviaciôn estàndar). Indice Terapéutico (IT). IT = HCso / LCso- *** Entre paréntesis se indica el valor
norm alizado respecto al péptido parental. Prom astigotes de L. donovan i y am astigotes de L. p ifano i
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4.2 .2 .4 .3 . A lte rac iones en la m em brana p lasm àtica de prom astigotes de L. donovan i y 
am astigotes de L. pifanoi.
•  A lte raciones m orfo lôa icas. M icroscop la  e lectrônica.
El ensayo se rea lizô con aque llos anâ logos que presentaron un IT superio r al de 
GS com o péptido de re fe renda . En prom astigo tes se apreciô  vacuo lizaciôn del 
c itop lasm a y desorgan izaciôn de orgânu los in trace lu lares en todos los casos 
estud iados, as! com o en am astigotes tra tados con G SXDip. El resto de péptidos en 
am astigo tes provocô form aciôn de am pollas sobre la superfic ie  ce lu lar del am astigote. 
De nuevo se aprecia una poblaciôn de p rom astigotes que m antiene una m orfo log ia  
s im ila r al contro l después de la incubaciôn con los com puestos.
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Figura R.31. M icroscopia e lectrôn ica de transm isiôn de prom astigotes de L. donovani (panel izquierdo) y 
de am astigotes de L. p ifano i (panel derecho) tratados con los péptidos a una concentraciôn equipotente 
équivalente a su EC50. Barra de aum ento = 1pm. Las fléchas indican las am pollas form adas en la 
m em brana plasm àtica debido a la acciôn del péptido. A: Control, B: GSX (10 pM), C: G SXD ip (3 pM), D: 
G S X tl (8 pM), E: G SXM ePhe (8 pM).
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•  P erm eab ilizac iôn  de la m em brana p lasm àtica  de Leishm ania .
Los es tud ios  de perm eab ilizac iôn  de m em brana p lasm àtica  (figuras R.32 y R .33) 
se rea lizaron con form e a la m etodo log la  descrita  (apartado 3.8.2.). El patrôn de 
a lte raciôn de la m em brana p lasm àtica  co inc ide con la in terpre tac iôn de la m icroscop la  
e lectrôn ica ; a concen trac iones cercanas a la EC 5 0  el porcenta je  de fluo rescencia  es en 
genera l superio r para p rom astigo tes que para am astigotes, lo que dem uestra  las 
d ife renc ias  en el tipo  de lesiôn producida.
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F igura R.32. Variaciôn de la fluorescencia de SYTO X Green tras la ad iciôn de péptidos a prom astigotes 
de L. donovani. Las fléchas indican la adiciôn de 0.1%  de TX-100.
Concentrac iôn de péptido (pM ). 2 - ^ - 4  - * - 8 - * -  10-^ -15
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F igura R.33. Variaciôn de la fluorescencia de SYTO X Green tras la ad iciôn de péptidos a am astigo tes de 
L .p ifano i. Las fléchas indican la adiciôn de 0.1%  de TX-100.
C oncentrac iôn  de péptido (pM ). * ♦ “ 2 ^ ^ 4 s ^ h  10^ ^ 15-^-20
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En am astigo tes, con la excepciôn  de! com puesto  G SXD ip, no se logrô 
perm eabilizac iôn de m em brana a concentrac iones in fe rio res a 10 pM y a 20 pM , la 
m axim a concentrac iôn  ensayada, no se a lcanzô el 100%  (fig. R .33).
•  D espo la rizaciôn  de la m em brana p lasm àtica  del paràsito.
A  continuac iôn  se estud iô  el e fecto  de los pép tidos sobre la despo la rizac iôn  de la 
m em brana p lasm àtica  del parasite  (apartado  3.8.1.). Todos los péptidos provocaron  un 
increm ento  de fluo rescencia  de la sonda b isoxono l depend ien te  de la concentrac iôn  en 
am bas fo rm as del parasite  (figura R .34 y R.35). El increm ento  de fluo rescenc ia  para 
G SX fue in fe rio r al resto de los es tud iados, de con form idad con los dates de activ idad 
le ishm an ic ida  para d icho anâlogo.
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Figura R.34. Increm ento de la fluo rescencia de la sonda b isoxonol en prom astigotes de L. donovan i tras 
la adiciôn de péptidos. El 100% de fluo rescencia se obtuvo con 5 pM de CA(1-8)M (1-18).
Concentraciôn de péptido. ( p M ) . '^ ^ 4  - * - 8 - * -  l0 - ^ - 1 5
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F igu ra  R.35. Increm ento de la fluorescencia de la sonda bisoxonol tras la adiciôn de GSX y anâlogos en 
am astigotes de L. pifanoi. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 5 pM de CA(1-8)M (1-18). 
Concentraciôn de péptido (pM). - ^ ^ 4  8 ^ ^ 1 5 ^ ^ 2 0
•  Variaciôn de los n iveles de ATP intracelu lar.
Los anâlogos de GS, serie GSX, estud iados produjeron una ca ida de lum iniscencia 
dependiente  de su concentraciôn de péptido, y eu y a m agnitud se re laciona tanto  con la 
activ idad le ishm anicida del anâlogo ensayado (figura R.36), com o con el resto de 
parâm etros de perm eabilizaciôn de m em brana estudiados.
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F ig u ra  R.36. Dism inuciôn de lum iniscencia de prom astigotes de L. donovani cepa 3-Luc tras la adiciôn de
anâlogos de Gram icidina S (serie GSX) a d iferentes concentraciones. Concentraciôn de péptido (pM). 
- v - 4  10-&-15
129
Resultados y discusiôn
4.2.2.5. Actividad de Gramicidina S y anâlogos de la serie GSX en bacterias.
4.2.2.5.1. Inhibiciôn de! crecimiento bacteriano.
Las tablas R.15 y R.16 muestran los resultados de CMIs para bacterias 
obtenidas mediante el método de microdiluciôn descrito en el apartado 3.5.2. En 
bacterias Gram-negativas la mayoria de los compuestos resultaron inactivos a la 
maxima concentraciôn ensayada (30 pM), incluse para el anâlogo GSX, en el que sôlo 
se invirtiô la posiciôn del dipéptido implicado en el giro p. Sin embargo esta actividad 
se recuperô parcialmente para GSXDip, y mejorô con GSXTic y GSXFIg. El 
comportamiento de GSXMePhe en Gram-negativas fue anômalo, con una CMI50  
inferior a GS, mientras que su CMI fue superior.
Tabla R.15. Actividad bactericida de GS y anâlogos de la serie GSX sobre Gram-negativas.
PÉPTIDO **A. baum ann ii S^ **A. baum ann iirn e CMI CMI50 CMI CMI5 0
GS J 15.0 10.1 (±0.4) 2 0 . 0 13.1 (±0.0)
GSX Phe >30.0 24.8 (± 1.2) >30.0 >30.0
GSXDip Dip 25.0 20.3 (±0.3) >30.0 23.9 (±2.1)
GSXFIg Fig 1 0 . 0 5.0 (±0.3) 2 0 . 0 14.3 (± 1.9)
GSXTic Tic 1 0 . 0 5.1 (±0.1) 1 2 . 0 8.5 (± 2.1)
GSXJ (R,R)c3diPhe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXU (S,S)c3diPhe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXZ Ac3c N.D >30.0 N.D >30.0
G S X d (S,S)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXc2 (R,R)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXtl (S,R)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXt2 (R,S)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXMePhe (aMe)Phe 30.0 9.6 (±0.4) 30.0 7.0 (± 1.4)
* Phe es sustituido por el aminoâcido indicado. _ f : D-Phe ocupa la posiciones 4 y4'. CMI y CMI50 (pM)
** (± Desviaciôn estàndar). S*^ : Sensible a colistina, R^: Resistente a colistina. N.D: No determinado. S*^ : 
A. baumannii ATCC 19606 sensible a colistina, R*^ : A. baumannii ATCC 19606 resistente a colistina.
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En bacterias Gram-positivas la inversion D-Phe por D-Pro también supuso una 
notable pérdida de actividad, especialmente significativa en L  monocytogenes  
comparada con S. aureus. Las sustituciones posteriores con anâlogos de Phe 
provocaron recuperaciôn de actividad (GSXMePhe), mejora significativa (GSXDip, 
GSXFIg, GSXTic y GSXJ) o pérdida total de la misma a la mâxima concentraciôn 
ensayada (30 pM) (GSXU, GSXZ, G S X d , GSXc2, GSXtl y GSXt2).
Tabla R.16. Actividad bactericida de GS y anâlogos de la serie GSX sobre Gram-positivas.
Péptido *  n  L  5,5
**S. aureus **L  m onocytogenes
Phe
CMI CMI50 CMI CMI50
GS J 1 0 . 0 7.9 (±0.8) 1 1 . 0 6.7 (±0.2)
GSX Phe 25.0 15.8 (±0.0) 30.0 23.6 (±0.0)
GSXDip Dip 7.0 3.8 (± 0.8) 6.0 3.4 (±0.5)
GSXFIg Fig 4.0 2 . 2  ( ± 0 .1 ) 4.0 2 . 2  (± 0.2)
GSXTic Tic 4.0 2.4 (± 0.2) 4.0 2.4 (±0.1)
GSXJ (R,R)c3diPhe 6 . 0 3.2 (±0.5) 8.0 5.1 (±0.5)
GSXU (S,S)c3diPhe 30.0 23.8 (± 0.4) N.D >30.0
GSXZ Ac3c N.D >30.0 N.D >30.0
G S X d (S,S)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXc2 (R,R)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXtl (S,R)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXt2 (R,S)c3Phe N.D >30.0 N.D >30.0
GSXMePhe (oMe)Phe 15.0 11.9 (±1.0) 1 0 . 0 6.8 (± 0.3)
* Phe es sustituido por el aminoâcido indicado. _f : D-Phe ocupa la posiciones 4 y 4 . CMI y CMLo (pM) 
** (± Desviaciôn estàndar). N.D.: No determinado
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A.2.2.5.2. indice Terapéutico de los péptidos en bacterias.
El IT fue calculado para los anâlogos activos de la serie GSX (tabla R.17), 
utilizando datos de HC50 (apartado 4.2.2.4.2). El anâlogo GSX, a pesar de ser menos 
activo sobre bacterias que GS, mejorô su IT respectivo por su menor capacidad 
hemolitica. Excepte GSXFIg, todos los péptidos con actividad sobre bacterias Gram- 
positivas igualaron o mejoraron su IT respecto a GS. Sin embargo en bacterias Gram- 
negativas GSXMePhe fue el ùnico anâlogo con un IT superior al de GS, en 3 y 5 veces 
para A. baumannii S*^  y A. baumannii R*^  respectivamente.
Tabla R.17. Indice Terapéutico (IT) de anâlogos de la serie GSX en bacterias Gram-positivas y Gram- 
negativas.
Péptido *Phe®®
"ind iceTerapéutico
A. baumannii S^ A. baumannii S. aureus L. monocytogenes
GS J 2.1 (1.0) 1.6 (1.0) 2.7 (1.0) 3.1 (1.0)
GSX Phe 3.2 (1.5) ND 4.9 (1.8) 4.9 (1.6)
GSXDip Dip 1.7 (0.8) 1.4 (0.9) 8.9 (3.3) 8.9 (2,9)
GSXFIg Fig 0.4 (0.2) 0.1 (0.0) 0.9 (0.3) 0.9 (0.3)
GSXTic Tic 1.5 (0.7) 0.9 (0.6) 3.2 (1.2) 3.2 (1.0)
GSXJ (R,R)c3diPhe N.D N.D 8.1 (3.0) 5.1 (1.6)
GSXU (S,S)c3diPhe N.D N.D >2.1 (0.8) N.D
GSXZ Ac3c N.D N.D N.D N.D
GSXcl (S,S)c3Phe N.D N.D N.D N.D
GSXc2 (R,R)c3Phe N.D N.D N.D N.D
GSXtl (S,R)c3Phe N.D N.D N.D N.D
GSXt2 (R,S)c3Phe N.D N.D N.D N.D
GSXMePhe (aMe)Phe 5.9 (2.8) 8.0 (5.0) 4.7 (1.7) 8.3 (2.7)
* Phe es sustituido por el aminoâcido indicado. _ f : D-Phe ocupa la posiciôn 4.4'. IT = HC50 / CMI50. 
"E n tre  paréntesis se indica el valor normalizado respecto al péptido parental. A. baumannii ATCC 
19606 sensible a colistina, R^: A. baumannii ATCC 19606 resistente a colistina. N.D.: No determinado.
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4.2.3. DISCUSIÔN.
La region del giro (3 de la gramicidina S, como el resto de la molécula ha sido 
objeto de multiples modificaciones, tanto para la optimizaciôn de sus propiedades 
terapéuticas, como en el establecimiento de relaciones estructura-actividad (Gibbs et 
al., 2002; Kawai et al., 2005). Las estrategias utilizadas varian desde la sustituciôn 
individual de D-Phe'^'^, (Grotenbreg et al., 2003; Jelokhani-Niaraki et al., 2008; 
Yamada et al., 2006), o L-Pro^^ (Kawai et al., 2003; Kawai et al., 2005) como residuos 
constituyentes por sus respectivos anâlogos, hasta la sustituciôn compléta del giro (3 II 
por diversos peptidomiméticos, ya sean en uno o en los dos giros p existentes en la 
molécula (Bach et al., 1991; Grotenbreg et al., 2004).
En el présente estudio se planted un estudio sistemâtico de la actividad biolôgica 
de dos series de anâlogos de GS, una primera, denominada GS, donde D-Phe es 
sustituido por una serie de D-aminoâcidos aromâticos no proteicos y una segunda 
serie, GSX, con inversiôn de la secuencia D-Phe-Pro por D-Pro-Phe que preserve el 
giro p. Sobre esta ultima se efectuô la sustituciôn de L-Phe por aminoâcidos 
aromâticos no proteicos (véase apartado 4.2.2.1). En ambos casos se preservô la 
estabilidad de la lâmina p, el carâcter catiônico de la molécula GS y aromaticidad del 
residue de fenilalanina, excepte en el anâlogo Ac3 de la serie GSX.
Bajo las restricciones impuestas mencionadas en el pârrafo anterior, las 
diferencias en la interacciôn de los diferentes anâlogos con la membrana plasmàtica 
de los modèles biolôgicos ensayados, depende esencialmente de la hidrofobicidad de 
la sustituciôn, tanto la intrinseca de la cadena lateral, es decir, directamente 
relacionada con el coeficiente de particiôn del anâlogo de fenilalanina, como a la “real” 
o prâctica de la molécula, generalmente medida conforme a sus tiempos de retenciôn 
en HPLC de fa se reversa, donde interviene el contexte tanto secuencial como 
conformacional de la sustituciôn. La posible modificaciôn de âreas o regiones 
hidrofôbicas dentro de la misma, afecta al comportamiento final de los anâlogos, 
variando su grade de agregaciôn en soluciôn acuosa, su inserciôn, especialmente en 
bicapas zwitteriônicas, y si ésta se realizada no como monômero sine como agregado, 
logrando una concentraciôn local, al menos transitoria, muy superior a la calculada si 
dicho proceso fuera bajo la forma de monômero supuesta (Sal-Man et al., 2002).
En la literatura de los anâlogos de GS existe una relaciôn muy estrecha entre 
hemolisis-hidrofobicidad de la molécula (Jelokhani-Niaraki et al., 2008; Kondejewski et 
al., 2002). En los anâlogos estudiados en este trabajo sus tiempos de retenciôn en RP- 
HPLC, es decir de hidrofobicidad real de la molécula, no permiten explicar su 
citotoxicidad. El anâlogo GSTic, con tiempo de retenciôn ligeramente superior a GS
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(Solanas et al., 2009) es menos hemolitico que ésta, del mismo modo los anâlogos 
GSXU y GSXMePhe con tiempos de retenciôn semejantes a GS (Solanas et al., 2010) 
causan en eritrocitos un dano muy inferior al péptido parental. Consecuentemente, son 
las variaciones conformacionales impuestas por dichas sustituciones, las principales 
causantes de dichas diferencias. Aparté de modificaciones mâs extensas, con 
variaciôn del tamano del ciclo o la quiralidad de determinados residuos, la orientaciôn 
especifica de las cadenas latérales de los mismos ha sido propuesta como causante 
de las diferencias en la actividad biolôgica de anâlogos de GS por diferentes autores 
(Jelokhani-Niaraki et al., 2001; Kondejewski et al., 1996b). En la fa se inicial de la 
interacciôn de GS con la membrana plasmàtica, la orientaciôn de la molécula es 
paralela al piano de la bicapa, con las cadenas apolares de Leu y Val interaccionando 
con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfollpidos, mientras que los grupos Ô-NH2 
de Orn interaccionarian con las cabezas polares de los mismos (Ashrafuzzaman et al., 
2008; Salgado et al., 2001). Dicha forma canônica podrfa modificarse en ambas series 
de anâlogos tanto por el reemplazo de los residuos de Phe por sus anâlogos como la 
inversiôn de la secuencia del giro p en la serie GSX.
A excepciôn de GSTic, los resultados obtenidos para los anâlogos de la serie GS 
evidencian en todos los anâlogos un notable aumento de actividad en Leishmania y en 
Gram-positivos, con mejora de actividad sobre promastigotes y S. aureus y un ligero 
deterioro de la misma sobre amastigotes y L. monocytogenes. Sin embargo, en el 
modelo Gram-negativo la situaciôn cambia drâsticamente, la actividad de todos los 
anâlogos disminuye significativamente, a excepciôn de GSHpa, ûnico péptido mâs 
activo que GS. El incremento de actividad de GSHpa se explicaria por la presencia del 
grupo metilo adicional de la cadena lateral, que aleja el anillo aromâtico del esqueleto 
peptîdico, proporcionândole mayor libertad para explorar distintas orientaciones 
espaciales que las permitidas con D-Phe, lo que optimizarla la interacciôn con la 
membrana plasmàtica. Por el contrario, la menor actividad del resto de anâlogos en 
Gram-negativos radica en el incremento en el tamano de sus grupos aromâticos, con 
un efecto estérico que dificultarla la interacciôn con LPS y, consecuentemente, su 
paso a través de la ME. En el caso del anâlogo GSTic, la principal diferencia con GS, 
conforme a su estructura por RMN (fig. R.37), consiste en la orientaciôn del anillo 
aromâtico D-Tic respecto al esqueleto peptîdico, siendo mucho mâs restringida que 
para GS. Esta orientaciôn disminuye su actividad sobre bacterias Gram-negativas, y 
en mayor medida sobre su actividad hemolitica. GSTic es el ûnico anâlogo de la serie 
GS con un incremento significativo del IT respecto al péptido parental, tanto en 
Leishmania como en Gram-positivos.
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F igu ra  R.37. Estructuras de GS (panel superior) y GSTic (panel inferior) obtenidas por RMN. Los âtomos 
del esqueleto peptîdico aparecen indicados en color negro, las cadenas latérales de D-Phe en verde, las 
de Pro en clan, las de Om en rojo y las de Leu y Val en magenta. Resultados obtenidos por la Dra. M® 
Angeles J im énez (Institute de Estructura de la Materia, CSIC).
Los estudios de RMN dem uestran que adem âs de la rig idez del anillo arom âtico, 
de la cadena lateral de G STic se orienta hacia el in terio r de la m olécula (fig. R.37), 
s ituândose muy prôxim a al grupo Ô-NH2 de Orn, con un posible increm ento de la 
forta leza del enlace de h idrôgeno entre d icho grupo am ino con el oxigeno carbon ilico  
del residue de D-Tic. Esta interacciôn ha sido observada en crista les de GS y parece 
m antenerse en GS en soluciôn, aunque su estabilidad depende en gran m edida del 
so lvente (LIam as-Saiz e t al., 2007; Yam ada e t al., 2002). Una interacciôn s im ila r ha 
sido propuesta en DM SO en un derivado de GS que conten ia  (Z)-((3-3-piridil)-a,3- 
desh idroa lan ina en las posiciones 4 4 ', uno de los anâ logos con m ejor IT descritos 
hasta el m om ento (Yam ada et al., 2006). A lte rnativam ente , la d istancia entre el anillo 
a rom âtico  D-Tic y el grupo Ô-NH2 de la Orn, cargado positivam ente a pH fis io lôgico, 
podria  favorecer la form aciôn de una interacciôn de tipo fl-ca tiôn . En am bos casos, 
d icha interacciôn contribu irla  a la estab ilidad del péptido en soluciôn acuosa con 
d ism inuciôn de la afin idad del péptido hacia la m em brana ya que ô-NHa^ de Orn 
interaccionan con las cabezas polares de los fosfo lip idos, lo cual supondria  la 
desaparic iôn de interacciôn entre Orn y D-Phe, independientem ente  si estâ m ediada 
por un puente de h idrôgeno com o si es de tipo ca tiô n -fl, con el consigu iente coste
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energético, que séria superior en membranas zwitteriônicas que en aniônicas, 
compensada por la interacciôn electrostàtica establecida entre 5-NH3"^ con los 
fosfolipidos aniônicos. Este hecho explicaria la fuerte disminuciôn de su actividad 
hemolitica contrastada con la considerablemente menor en patôgenos Gram-negativos 
y Leishmania.
Respecto a la serie GSX, dado que la permutaciôn simple D-Phe-L-Pro por L-Pro- 
D-Phe conlleva una pérdida compléta de actividad del péptido (Tamaki et al., 1985), se 
decidiô realizar una inversiôn de la secuencia D-Phe-Pro por D-Pro-Phe, con el 
objetivo de mantener la actividad biolôgica. Dicha inversiôn supone una significativa 
reducciôn de actividad en los très modelos estudiados, pero a su vez este cambio 
implica una notable disminuciôn de la actividad hemolitica, con un aumento 
significativo del IT del anâlogo GSX respecto a GS en bacterias, y una leve mejoria del 
mismo en promastigotes. Sin embargo, esta menor actividad microbicida de GSX 
puede ser compensada ya por incorporaciôn de anâlogos con un mayor numéro de 
grupos aromâticos, probablemente capaces de ocupar la posiciôn del grupo fenilo de 
D-Phe'* '* de GS, o bien, en los anâlogos con un ûnico anillo aromâtico, por la adopciôn 
de una orientaciôn adecuada del mismo. As! los anâlogos que incorporan Dip, Fig y 
Tic, no sôlo reçuperan sino que mejoran la actividad leishmanicida, y junto con GSXJ 
también lo hacen en la bactericida. Por otra parte, los anâlogos GSXJ, GSXtl y 
GSXMePhe reçu pe ran la actividad leishmanicida, y GSXMePhe présenta valores de 
actividad bactericida prôximos a los de GS.
Como tendencia general la actividad hemolitica de los anâlogos muestra un cierto 
paralelismo con su actividad antimicrobiana, asi los anâlogos mâs activos (GSXFIg y 
GSXTic) son mâs hemoliticos que GS, por lo que no mejoran el IT del péptido 
parental, mientras que los menos activos pierden su capacidad hemolitica. Las 
excepciones son GSDip que no sôlo es mâs activo que GS sino que también es 
menos hemolitico, y por ello présenta un IT mayor que GS tanto en Leishmania como 
en el modelo Gram-positivo, y GSXMePhe, con un incremento del IT en todos los 
modelos estudiados, incluido A. baumannii. El IT de GSXMePhe es entre très y cinco 
veces superior al del péptido de referencia en la cepa sensible y resistente a colistina 
respectivamente. Dado que la resistencia a colistina es el ultimo recurso contra esta 
bacteria, estas cepas constituyen un serio problema en clinica (Peieg et al., 2008), por 
lo que creemos que GSXMePhe es de interés para un posible future desarrollo clinico 
en esta serie. En esta ocasiôn los resultados de RMN obtenidos (fig. R.38) no aportan 
una clave de fâcil interpretaciôn para explicar tal comportamiento.
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F igu ra  R.38. Estructuras de GSX (panel superior) y G SM ePhe (panel inferior) obtenidas por RMN. Los 
âtomos del esqueleto peptîdico aparecen indicados en color negro las cadenas latérales de D-Phe en 
verde, las de Pro en cian, las de Orn en azul y las de Leu y Val en magenta Resultados obtenidos por la 
Dra. M® Angeles J im énez (Institute de Estructura de la Materia, CSIC).
A  pesar de la ausencia de una descripciôn précisa de! m écanism e létal de GS, 
este se asocia indefectib lem ente a su capacidad de perm eabilizaciôn de m em branas 
bio lôgicas de los organism es diana, al igual que la m ayoria  de los PAs (Jelokhani- 
N iaraki et al., 2008; P renner et al., 2005). Los anâlogos en am bas series siguen un 
patrôn m uy sem ejante. En m icroscopla e lectrôn ica (figs. R.25 y R.31) se observa que 
Leishm ania  tras 4h de incubaciôn con los péptidos muestra el tip ico  patrôn de pérdida 
de m ateria l in trace lu lar consecuente a la perm eabilizaciôn de ésta, s iendo màs 
acusado en prom astigote que en am astigotes. En estos ijltim os se aprecia form aciôn 
de am pollas (blebbings) en la m em brana p lasm àtica, aunque con m enor daho a 
orgânulos c itop làsm icos y m enor pérdida del m ateria l celu lar que la observada en 
prom astigotes. En re laciôn a la gravedad de la lesiôn causada por los péptidos en los 
paràsitos se observa repetidam ente la apariciôn de dos poblaciones celu lares, una con 
danos estructura les m uy considerab les m ientras que la otra, m antiene una m orfo log ia  
inalterada tras las 4 h de incubaciôn, tip ico  de un efecto “todo o nada” de actuaciôn del 
péptido, ya descrito  en otros péptidos con activ idad le ishm anicida (G uerrero et al., 
2004) y en el punto anterio r para los péptidos trim etilados. Es interesante denotar que
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las curvas de actividad respecto a la concentraciôn del péptido a 4 h y de inhibiciôn de 
la proliferaciôn son pràcticamente solapantes, lo que implica una irreversibilidad del 
daho, a pesar de que la morfologia del paràsito y el del contenido intracelular 
aparezcan esencialmente intactes. En los ensayos de permeabilizaciôn de membrana 
se observa que todos los péptidos provocan una ràpida despolarizaciôn de membrana 
plasmàtica dependiente de la concentraciôn de péptido, mientras que la 
permeabilizaciôn a la sonda SYTOX Green es màs lenta y en algunos casos, como 
GSTic, concentraciones létales no alcanzan el 100% de permeabilizaciôn. 
Aparentemente la despolarizaciôn de membrana séria condiciôn suficiente para 
garantizar la muerte del organisme, que podria explicarse màs que por una formaciôn 
de poros de estequiometria definida como sucede con ciertos PAs a-helicoidales 
(Chan et al., 2006), a perturbaciones en la estructura de la membrana suficientes para 
despolarizar el organisme, ya descritas para GS en diferentes tipos de membranas 
modelo (Ashrafuzzaman et al., 2008), y que con el tiempo puedan ya madurar a 
lesiones màs considerables o desencadenar un proceso litico en el organisme. Dichos 
resultados son concordantes con una disminuciôn de luminiscencia en la cepa 3-Luc, 
es decir de los niveles de ATP, màs paulatina y suave que el brusco descenso con 
otros péptidos antibiôticos (Berrocal-Lobo et al., 2009; Luque-Ortega et al., 2001).
Como resumen del présente capitule se ha demostrado que la actividad biolôgica 
de un péptido ciclico como es GS, con fuerte restricciôn conformacional, es modulada 
significativamente incluse con modificaciones en apariencia mucho màs sutiles que las 
sufridas por un cambio en el tamano del ciclo o la diastereomerizaciôn de la molécula 
(Jelokhani-Niaraki et al., 2000). En determinados casos, la mejora del IT es de cinco 
veces respecto al péptido parental, manteniendo en todos los casos dos de sus 
caracteristicas esenciales, su carga positiva y una hoja p astable. En un future, los 
resultados obtenidos en el présente trabajo pueden combinarse con una o varias 
modificaciones ya descritas que afecten otras zonas de la molécula, para, finalmente 
mejorar el IT de la gramicidina para su administraciôn entérica. Por otro lado, los 
anâlogos seleccionados en ambas series se probaràn sobre modelos de leishmaniasis 
cutànea murina, como posible terapia en una forma de dicha enfermedad muy escasa 
de alternatives quimioterapéuticas
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4.3. ACTIVIDAD DE PÉPTIDOS LINEALES CECROPINA A-MELITINA Y 
CATELICIDINA HUMANA LL-37 SOBRE CEPAS DE S. aureus DE COMUNIDAD.
4.3.1. INTRODUCClÔN.
Staphylococcus aureus es uno de los principales patôgenos humanos y 
responsable principal de infecciones adquiridas tanto en ambiente hospitalario como 
comunitario. La diseminaciôn observada en los ûltimos ahos de cepas de S. aureus 
hipervirulentas resistentes a meticilina en la comunidad ha suscitado una alarma 
clinica considerable (Skov y Jensen, 2009), especialmente tras la apariciôn de cepas 
resistentes a vancomicina (Shorr, 2007; Tenover y McDonald, 2005), antibiôtico de 
elecciôn trente a estas cepas SARM. Nuevamente, la bûsqueda de nuevas alternativas 
terapéuticas contra las infecciones estafilocôcicas es acuciante. La exposiciôn de 
células del sistema inmune del hospedador a S. aureus induce la expresiôn de 
péptidos antimicrobianos como la p-defensina-2 y 3 (hpD2, hpD3) y LL-37, tanto in 
vivo como in vitro (Dinulos et al., 2003). Su acciôn sobre diferentes cepas de S. aureus 
ha sido estudiada tanto en monoterapia como en sinergia con otros antibiôticos, taies 
como la combinaciôn de LL-37 y hpD3 con meticilina sobre aislados SARM 
(Midorikawa et al., 2003). También se han ensayado fragmentos de LL-37 con mayor 
actividad sobre S. aureus que el péptido parental (Nagaoka et al., 2005). Otros PAEs 
ensayados sobre dicha bacteria han sido imcroporina, un péptido antibiôtico de 
escorpiôn, eficaz tanto in vitro como in vivo (Zhao et al., 2009), omiganam, un anâlogo 
de la indolicidina, ensayado sobre cepas SARM, VISA y VRSA in vitro (Melo y 
Castanho, 2007), asi como el péptido hibrido cecropina A-melitina CA(1-7)M(2-9) 
activo in vitro sobre cepas clinicas SARM y que ademâs es sinérgico con imipenem y 
amoxicilina-clavulânico (Giacometti et al., 2004).
La expansiôn de infecciones comunitarias por cepas SARM con mayor virulencia 
que las nosocomiales, se ha asociado a la toxina LPV, una exotoxina formadora de 
poros en la célula que origina necrosis en la piel y las mucosas incluyendo la 
neumonla hemorragia necrôtica, que puede ser mortal en tan sôlo 72 h. LPV estâ 
formada por dos subunidades, LukS-PV y LukF-PV, con masas respectivas muy 
similares, de 33 y 34 Kda, y especialmente activas en linfocitos y células de linaje 
macrofàgico. LPV se encuentra en el 77% de los aislados CO-SARM (Naimi et al., 
2003). Actualmente, la visiôn sobre el papel de la citada toxina es controvertida; 
publicaciones recientes la hacen responsable de la neumonla necrotizante (Diep et al., 
2010; Vardakas et al., 2009), sin embargo, la gravedad de infecciones en aislados 
isogénicos de SARM carentes de PVL no es vinculante a infecciones de piel, tejido
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blando y bacteriemia causadas por CO-SARM (Voyich et al., 2006). Las opiniones 
actuales sugieren la Intervenciôn de mutaciones de agr, un regulador maestro de la 
virulencia de S. aureus (Diep y Otto, 2008), o de la expresiôn ya de la a-toxina, o de 
los denominados péptidos de modulina solubles en fenol (Li et al., 2009). Estos 
péptidos secretados por S. aureus han sido clasificados en dos tipos: los a y P, 
inferiores o superiores a 20 aminoâcidos respectivamente, y cuya expresiôn es mâs 
elevada en los aislados de S. aureus de comunidad. La delecciôn de los a-peptidos 
disminuye considerablemente la mortalidad en modelos animales, mientras que la de 
los 3 sôlo logra una leve disminuciôn (Wang et al., 2007). Dichos péptidos activan, y 
finalmente lisan los neutrôfilos; sus genes se encuentran en todos los aislados de S. 
aureus, y su expresiôn estâ gobernada por factores independientes de agr. Poseen 
unas caracteristicas muy similares a PAs, compartiendo con ellos anfipaticidad y 
cationicidad. Los aislados de CO-SARM, que producen elevados niveles de dichos 
péptidos llticos sobre la membrana, no autoeliminan a la célula productora, por lo que 
se supondria una cierta resistencia de los mismos a los PAEs, taies como LL-37, al 
ser S. aureus un componente de la microflora de la piel en contacte permanente con 
dicho péptido, o de las a-defensinas, liberadas por la lisis de los neutrôfilos por los 
citados péptidos. Una incôgnita derivada es si dicha resistencia existiera, si podria ser 
superada con nuevos péptidos de diseno para conseguir una terapia al menos cutânea 
de las infecciones por CO-SARM.
Se han ensayado una serie de PAEs, de la familia de los péptidos hibridos 
cecropina A-melitina y LL-37 sobre 12 cepas de S. aureus aisladas de comunidad e 
identificadas mediante electroforesis en campo puisante (PFGE), con diferentes 
patrones de resistencia a vancomicina y meticilina, asi como de expresiôn de LPV. 
Incluyendo la cepa USA 300 resistente a meticilina, responsable mayoritaria de las 
infecciones estafilocôcicas comunitarias en EEUU (Kobayashi y DeLeo, 2009), y las 
cepas MU 50 y MU 3 como ejemplo de cepas que presentan resistencia homogénea y 
heteroresistencia a vancomicina respectivamente. Los resultados obtenidos se 
muestran a continuaciôn.
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4.3.2. RESULTADOS
4.3.2.1. Péptidos utilizados en el estudio.
La tabla R.18 muestra la secuencia y masas moleculares de los péptidos utilizados 
en este apartado. Todos fueron sintetizados por el grupo del Prof. D. Andreu 
(Departament de Ciences Expérimentais i de la Salut, Universitat Pompeu Fabra, 
Barcelona) mediante sîntesis en fase sôlida segûn protocoles estândar de quimica 
Fmoc, purificados por cromatografia de fase reversa HPLC, y caracterizados por 
espectrometria de masas MALDI-TOFF. Los péptidos ensayados fueron 3 hibridos 
péptidos cecropina A-melitina y LL-37, la ûnica catelicidina humana présente en 
numerosas localizaciones anatômicas, incluyendo la piel. Todos los péptidos 
presentaron una pureza superior al 95% y se encuentran amidados en su extreme C- 
terminal.
Tabla R.18. Secuencias y masas moleculares de péptido hibridos cecropina A-melitina y LL-37.
Péptido Secuencia * Masa molecular
CA(-1-8)M(1-18) KWKLFKKIGIGAVLKVLTTGLPALIS-NH2 2794
CA(-1-7)M(2-9) KWKLFKKIGAVLKVL-NH2 1770
CA(-1-7)M(5-9) KWKLFKKVLKVL-NH2 1529
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-NH2 4500
* Masa molecular calculada por MALDI-TOFF.
4.3.2 2. Actividad de péptidos Cecropina A-melitina y LL-37 sobre S. aureus 
aislados de comunidad
4.3.2.2.1. Evaluaciôn de la viabilidad bacteriana v obtenciôn de la CMI.
Las cepas de S. aureus estudiadas fueron una cepa perteneciente a la CECT y 12 
cepas aisladas de comunidad, siete de las cuales expresan la toxina Leucocidina 
Panton-Valentine (LPV+). El método empleado para la determinaciôn de la CMI se ha 
descrito en el apartado 3.5.2. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla R.18. 
Aunque todos los péptidos hibridos cecropina A-melitina fueron activos en el rango 
micromolar, en todas las cepas existe una menor susceptibilidad a los mismos para las 
aisladas de comunidad respecto a la CECT, pero no se observé diferencia entre las 
cepas LPV+ 6 LPV-. El péptido LL-37 fue el menos active de los estudiados, ya que 
incluse a la concentraciôn mâs alta ensayada (60pM) no alcanza la CMI, siendo éste
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también mâs activo sobre la cepa de la CECT.
Para comprobar si las diferencias en la susceptibilidad obedeclan a la variaciôn en 
la producciôn de peptidasas, se comparé la actividad del péptido CA(1-7)M(2-9) y su 
forma enantiémera todo-D, los resultados se recogen en la tabla R.20. En los très 
casos el péptido todo D fue mâs activo que el péptido parental, tanto en la cepa CECT 
como en las otras dos.
Tabla R.20. Acividad de CA(1-7)M(2-9) y su D enantiômero sobre S. aureus
*CA(1-7)M(2-9) *D-CA(1-7)M(2-9)
0 « a U rG U S
CM! CMI5 0 CMI CMI5 0
CECT 240 9.0 6.0 (±1.1) 8.0 2.4 (±0.1)
N8  LPV+ 16.0 10.1 (±0.6) 10.0 7.5 (±1.0)
N10 LPV- 16.0 10.0 (± 1.0) 10.0 4.2 (±0.7)
CM! y CMI50. (|jM) *(± Desviaciôn estândar).
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4 .3 .2 .2 .2 . A lte rac iones en la m em brana citop làsm ica  de S. aureus.
•  A lte rac iones m orfo loa icas. M icroscop la  e lectrôn ica .
Con el ob je tivo  de de te rm inar el m ecan ism o de acciôn de los péptidos sobre S. 
aureus  se observé  las a lte rac iones m orfo lôg icas tras 4 h de incubaciôn con los m ism os 
m ediante  m icroscop ia  e lectrôn ica . Con el fin de rea lzar las posib les d ife renc ias 
cua lita tivas y cuan tita tivas de su m ecan ism o de accién, todos los péptidos fueron 
ensayados a sus respectivas C M I5 0 . En todos los casos (fig. R .39) S. aureus  aparece  
con una a lte raciôn m uy notab le de su m em brana citop làsm ica , con abondante  pérdida 
del m ateria l c itop lésm ico  y grave a lte raciôn de la m orfo log ia  celu lar.
F ig u ra  R.39. M icroscopia e lectrôn ica de transm isiôn de S. aureus  cepas CEC T (panel superior) y N° 152 
(panel inferior). A: Control, B; C A (1-7)M (2-9) (4 y 9 pM CECT y N° 152, respectivam ente) y C: LL-37 (20 y 
50 pM CECT y N° 152, respectivam ente), ensayados a sus respectivas CMIsoS. Barra de aum ento = Ip m .
145
R e s u lta d o s  y  d is cu s iô n
•  Perm eabilizac iôn de la m em brana c itop làsm ica.
a) P éptidos h ib ridos C ecrop ina  A - m elitina.
C onform e a los num erosos datos aparec idos an te rio rm ente  en la lite ra tura , los 
péptidos h ib ridos cecrop ina A -m e litina  actûan esencia lm en te  m ed ian te  la 
pe rm eab ilizac iôn  de la m em brana ce lu la r. Con el fin de corrobore r d icho m ecanism o, 
in ic ia lm ente  con firm ado por los datos de ME, se proced iô  a estud ia r la inducciôn  de la 
entrada de SY TO X -G reen, com o sonda vita l en d ichas célu las. Los resu ltados (fig. 
R .40) dem uestran  un increm ento  de fluo rescenc ia  respecto a la concen trac iôn  de los 
péptidos, pero en n ingûn caso a lcanzan el 100%  consegu ido  m ediante  la lis is ce lu la r 
m ediada por lisostafina, u tilizada com o contro l de lisis total.
CA(1-8)M(1-18)_____________ CA(1-7)M(2-9)_______________ CA(1-7)M(5-9)
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F ig u ra  R.40. Variaciôn de fluo rescencia de la sonda S YTO X Green en S. aureus  tras la adiciôn de 
h ib ridos cecropina A-m elitina. El 100%  de fluo rescencia  se obtuvo con 0.07 pg/m L de lisostafina. 
Concentraciôn de péptido(pM ). - ♦ - 1 ^ -  2 - V  4 8 15
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La explicaciôn mâs pausible de este resu ltado séria  la com peticiôn de los péptidos 
antib iô ticos policatiôn icos por la union a los àcidos nucle icos intracelu lares con la 
sonda cation ica SYTOX Green. En dicha union los péptidos juegan con un factor 
crâtico de cooperativ idad positiva al d isponer de m âs de una carga positiva en su 
cadena. La dem ostraciôn de d icho arte facto se realize sobre célu las perm eabilizadas 
con lisostafina en presencia de la sonda vital, es decir con saturaciôn de la union de la 
sonda al ADN, y a continuaciôn se adicionô el péptido C A(1-7)M (2-9) a una 
concentraciôn de 16 pM, acusando una bajada en los niveles de fluorescencia . 
Parale lam ente, se ensayô el increm ento de fluorescencia  de la citada sonda tras 
adiciôn inicial del péptido a una concentraciôn de 2 pM, que causa un increm ento 
in icia l de la fluorescencia , y seguida de adiciones sucesivas y graduales de péptido 
que causan dism inuciones aditivas de la fluorescencia (fig. R.41).
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F ig u ra  R.41. Efecto de adiciôn de 16 pM de CA(1-7)M (2-9) sobre bacterias perm eabilizadas con 
lisostafina e incubadas con la sonda SYTOX Green, asi com o de la variaciôn de la fluorescencia 
cuando el péptido se anade gradualm ente. Las fléchas indican el m om ento de adiciôn de péptido y la 
concentraciôn ahadida.
Los resultados dem uestran que la sonda unida al ADN de la bacteria es desplazada 
por el péptido por su m ayor afin idad. En resum en, una vez descartado el arte facto de 
com petic iôn por el ADN, se puede a firm ar que el m ecanism o de acciôn de los péptidos 
consiste  en la perm eabilizaciôn de la m em brana p lasm âtica.
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b) LL-37 cate lic id ina hum ana.
El péptido LL-37 provocô increm ento  de la fluorescencia  depend ien te  de la 
concentrac iôn (fig R .42) s iendo m ayor en la cepa C EC T que en las cepas a is ladas de 
com unidad, de conform idad con los resu ltados previos de activ idad m icrob ic ida.
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•  D espo lahzaciôn de la m em brana citop làsm ica.
El estud io  de la variac iôn de potencia l de m em brana interna de bacterias se realizô 
con la sonda Disc3(5), (apartado 3.8.1). T ras la adiciôn de los péptidos se p rodu jo  un 
increm ento  de fluo rescencia  depend ien te  de concentraciôn en todos los casos 
estudiados. Los resu ltados obten idos se m uestran en las figura  R .43 y R .44 para LL- 
37 e h ib ridos cecropina A -m elitina  y respectivam ente .
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F ig u ra  R.44. Increm ento de la fluorescencia de la sonda Disc3(5) en S. aureus  tras la adiciôn de hibridos 
cecropina A-m elitina. El 100% de fluorescencia se obtuvo con 15 pM de Gram icidina D. Concentraciôn de 
péptido (pM). 2 8 15
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4.3.3. DISCUSIÔN.
La catelicidina humana LL-37 es une de los pocos péptidos humanos con potente 
actividad antiestafilocôcica, contribuye a la protecciôn de la piel y de superficies 
mucosas frente a la colonizaciôn por S. aureus y otras bacterias Gram- positivas 
(Travis et al., 2000), una expresiôn déficiente de LL-37 como sucede en la dermatitis 
atôpica predispone a la infecciôn por S. aureus (Ong et al., 2002) y su actividad frente 
a dicho patôgeno ha sido demostrada tanto in vivo como in vitro (Durr et al., 2006). Sin 
embargo, las concentraciones requeridas para obtener actividad in vitro son superiores 
a las necesarias in vivo, lo que confirmaha que el control de la infecciones debida, al 
menos en parte, a su capacidad inmunomoduladora (Bowdish et al., 2005). Por otro 
lado S. aureus ha evolucionado y desarrollado mecanismos que le confieren 
resistencia a los componentes de la inmunidad innata (Kraus et al., 2008; Peschel et 
al., 2001).
Los resultados presentados en este capitule muestran la escasa susceptibilidad de 
todas las cepas de S. aureus aisladas de comunidad frente a LL-37, que requiere una 
concentraciôn muy superior a la de otros péptidos para inhibir el crecimiento
bacteriano, ya constatado anteriormente para otras cepas de S. aureus (Ouhara et al., 
2008). Dicha resistencia se ha asociado con la expresiôn de peptidasas, como la 
aureolisina y la proteasa V8, capaces de degradar LL-37. La aureolisina es una 
metaloproteasa cuya especificidad de corte es entre Arg-Leu y Leu-Val, por tanto LL- 
37 presentaha 3 sitios potenciales de proteolisis en las posiciones 19-20, 23-24 y 31- 
32, que eu rsa con inactivaciôn compléta del péptido. La proteasa V8 es una
glutamilendopeptidasa, siendo el glutàmico su potencial diana de proteolisis, y que 
escindiria a LL-37 entre las posiciones 6-7, 11-12 y 16-17, sin embargo,
contrariamente a la aureolisina, los fragmentos résultantes son mâs microbicidas que 
el péptido inicial, ya que la actividad de LL-37 se localize en la regiôn C-terminal 
(Sieprawska-Lupa et al., 2004). Por proteômica de los sobrenadantes de cultives de 
cepas CO-SARM, incluyendo la cepa USA 300, se ha identificado la presencia de 
aureolisina en los mismos (Burlak et al., 2007). Determinadas condiciones
medioambientales regulan su nivel de transcripciôn a través de un sistema regulador 
de dos componentes agr y por la familia de proteinas de uniôn a ADN SarA (Kubica et 
a/., 2008).
Puesto que la catelicidina LL-37 es relativamente inactive, se procediô a ensayar 
los péptidos hibridos de diseno de cecropina A-melitina, basândose en la actividad 
descrita de CA(1-7)M(2-9) sobre cepas clinicas H-SARM (Giacometti et al., 2004). Las 
actividades de dichos péptidos son considerablemente superiores a las de LL-37, la
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diferencia entre las cepa de referenda y las cepas CO-SARM es significativamente 
menor que la existante con LL-37. Los sitios teôricos de corte tanto para aureolisina 
como V8 estàn ausentes, y la posibilidad de que puedan existir otras endo-y 
exopeptidasas présentes en las cepas CO-SARM y ausentes en la CECT fue 
eliminada con el ensayo realizado con el enantiômero todo D de CA(1-7)M(2-9) (tabla 
R.20), cuya actividad fue sôlo ligeramente superior al L- en ambas cepas, sin 
apreciarse diferencias significativas. Otros mecanismos subyacentes a la resistencia 
de S. aureus frente a péptidos antibiôticos, consiste en la disminuciôn del carécter 
aniônico del peptidoglicano y la membrana celular por : i) la inversiôn de la carga de 
los fosfollpidos de membrana, mediante la conjugaciôn de PG a Usina (Roy y Ibba,
2008), transformando fosfolipidos aniônicos en catiônicos con la consiguiente 
repulsiôn de los péptidos antibiôticos catiônicos; en dicho proceso , catalizado por la 
enzima codificada por el gen mprF, actüa como donador de Usina lisil-tRNA (Ouhara et 
al., 2008). ii) La adiciôn de D-Ala al âcido teicoico, gobernado por el operôn dit, que a 
su vez depende del sistema de dos componentes graRS (Kraus et al., 2008). iii) 
Finalmente, otro mecanismo por el cual S. aureus adquiere resistencia a PAs, sin 
reducciôn de la carga negativa en la membrana, es por el transportador VraFG, cuyos 
mutantes vraFG- son mâs susceptibles a hpD3, nisina, indolicidina y LL-37, mientras 
que la susceptibilidad al péptido aniônico dermicidina no variô respecto a la cepa 
silvestre (Li et al., 2007b).
Conforme las bacterias Gram negativas poseen el sensor de péptidos PhoP-PhoQ 
Li y cols, han demostrado en bacterias Gram-positivas la existencia de un sistema de 
très componentes con funcionalidad similar, denominado Aps, compuesto por un 
sistema regulador clâsico de dos componentes histidina kinasa / regulador de 
respuesta (ApsR / ApsS) y una tercera proteina de funciôn desconocida (ApsX) y que 
actuarla como regulador maestro de los très mecanismos de resistencia descritos 
anteriormente (Li et al., 2007b). Hasta el momento carecemos de datos 
expérimentales sobre el nivel de la expresiôn de taies mecanismos en las cepas 
aisladas de comunidad, imposibilitando una identificaciôn mâs précisa en las mismas. 
Las imâgenes de microscopia electrônica (fig. R.39) muestran que la permeabilizaciôn 
de membrana por los péptidos hibridos cecropina A-melitina subyace al mecanismo 
létal de los mismos, tanto en la cepa CECT como en las cepas aisladas de comunidad 
y, aunque en menor medida, sucede también con LL-37. Por otro lado no hemos 
apreciado diferencias de susceptibilidad a los péptidos asociada a la expresiôn de 
LPV, pero desconocemos si dichas cepas expresan y en qué medida otros factores de 
virulencia asociados, como los péptidos de modulina. Los resultados discutidos avalan 
la posibilidad de una utilizaciôn terapéutica futura de los péptidos hibridos cecropina A-
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melitina en la quimioterapia de las infecciones producidas por estafilococos aislados 
de comunidad, que superan con creces a la catelicidina LL-37 o defensinas. 
Actualmente, la evaluaciôn de sinergias entre CA(1-7)M(2-9) y otros antibiôticos 
proporciona datos muy prometedores.
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4.4, Aclnetobacter baumannii] PROTEÔMICA DIFERENCIAL ENTRE CEPAS 
SENSIBLE Y RESISTENTE A COLISTINA. CARACTERIZAClÔN DEL FENOTIPO 
RESISTENTE.
4.4.1. INTRODUCClÔN.
En los ültimos anos ha sucedido un importante incremento en clînica de A. 
baumannii entre las Gram-negativas multirresistentes (Peieg et al., 2008; Towner,
2009). En numerosas UCIs hasta el 30% de los aislados de A. baumannii son 
resistentes al menos a très clases de antibiôticos, incluyendo carbapenemes y 
fluoroquinolonas (véase apartado 1.2.3.3). Recientemente se han descrito casos 
esporâdicos de cepas resistentes a colistina, antibiôtico empleado en el tratamiento de 
aislados clinicos multirresistentes y utilizado sôlo como ultimo recurso debido a su 
toxicidad (David y Gill, 2008; Zarrilli et al., 2007). Considerando la capacidad de 
adquisiciôn de resistencias a antibiôticos y xenobiôticos en el género Aclnetobacter 
(Karageorgopoulos y Falagas, 2008), el confinamiento de dichos aislados es 
sorprendente, comparado con la diseminaciôn masiva de otras resistencias en esta 
especie. La explicaciôn mâs plausible es que el mantenimiento de la resistencia a 
colistina supone una pérdida de fitness de A. baumannii, no observada en fenotipos 
resistentes a otros antibiôticos, pero si en otras bacterias (Andersson, 2006). El coste 
biolôgico por mantenimiento de la resistencia supondria una ventaja para la bacteria 
ûnicamente bajo presiôn del antibiôtico.
En la ultima década la proteômica se ha convertido en una herramienta de 
investigaciôn para el estudio de la resistencia antibiôtica en bacterias (Dupont et al., 
2005; Lin et al., 2008; Roncada et al., 2009). Lino de los estudios proteômicos mâs 
completos sobre A. baumannii comparô la cepa de referenda ATCC19606 con un 
aislado clinico multirresistente; el fenotipo resistente se asociaba a diferencias de 
expresiôn en la proteina de uniôn a penicilina 1b, en la proteina CarO y en la OmpW, 
esta ultima con polimorfismo en el aislado clinico (Siroy et al., 2006), y cuya menor 
expresiôn se asociô a resistencia a colistina en un trabajo anterior (Vila et al., 2007). 
Mediante proteômica diferencial de resistencia a imipenem en cepas de A. baumannii 
resistentes, se identified la proteina homôloga a OprD de P. aeruginosa, cuya menor 
expresiôn es responsable de la resistencia a dicho antibiôtico (Dupont et al., 2005). 
Por otro lado Yun y colaboradores relacionan una menor expresiôn de las proteinas de 
membrana OmpA, CarO y OmpW en respuesta a tetraciclina en la cepa A. baumannii 
DU202 (Yun et al., 2008). Recientemente, se ha realizado un anâlisis proteômico 
sobre la expresiôn diferencial de proteinas asociada a las diferentes fases del
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crecimiento de la bacteria, donde se demuestra una fuerte resistencia frente al estrés 
oxidativo en la fase tard la de crecimiento (Soares et al., 2010). Sin embargo los datos 
en proteômica referentes a la resistencia a colistina en A. baumannii son escasos (Vila 
et al., 2007). El présente trabajo ha realizado una estrategia minimalista, consistante 
en la comparaciôn de expresiôn de proteinas tanto citoplàsmicas como de membrana, 
de la cepa ATCC19606 con su isogénica resistente a colistina obtenida en el 
laboratorio (véase apartado 3.3). La elecciôn de dicho modelo fue motivada por el 
hecho de que la utilizaciôn de colistina en el tratamiento de A. baumannii es el ultimo 
recurso cuando el resto de antibiôticos han sido ineficaces, y por la escasez de 
aislados clinicos isogénicos aislados antes y después del tratamiento con colistina. 
Como consecuencia se decidiô la generaciôn in vitro de una la cepa resistente a partir 
de la cepa de referenda ATCC 19606, para asociar directamente las diferencias 
observadas entre ambas exclusivamente a resistencia a colistina.
La técnica DIGE (gel de electroforesis diferencial) en proteômica es una alternativa 
a la repeticiôn masiva de geles 2D-PAGE convencional (Unlu et al., 1997). En DIGE la 
muestra de un ûnico gel incluye un extracto de proteinas de la cepa sensible, uno de la 
cepa resistente y un control interno, consistente en mezcla de extractos de las cepas 
sensible y resistente, cada uno de dichos grupos esté marcado con una sonda 
fluorescente diferente (Cy2, Cy3 o Cy5), sin solapamiento de su espectro de emisiôn. 
Al correr en un ûnico gel, se minimizan las diferencias y error experimental causado 
por la utilizaciôn de dife rentes geles para cada muestra.
Los resultados en A. baumannii resistente y susceptible muestran diferencias en la 
expresiôn de 64 proteinas, 35 de las cuales han sido identificadas, incluyendo 
proteinas de membrana externa, chaperonas y proteinas implicadas en biosintesis de 
proteinas, generalmente con infraexpresiôn en la cepa resistente, que sugeriria una 
pérdida de fitness respecto a la cepa silvestre asociada a la resistencia a colistina, 
comprobado por diferentes técnicas microbiolôgicas, y que se postula como un factor 
de importancia que previene la diseminaciôn masiva de cepas resistentes a colistina.
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4.4.2. RESULTADO S.
4.4.2.1. Proteôm ica diferencial de A cinetobacter baum annii.
4.4.2.1.1. E lectroforesis b id im ensional de las fracciones c itop lasm éticas v de 
m em brana de A cine tobacte r baum annii.
Com o etapa previa al estudio de la expresiôn d iferencia l de pro te inas en 
resistencia a colistina, se estud iô  el proteom a de la cepa de re fe renda  ATCC 19606. 
Para ello se realizô e lectro foresis b id im ensional de las fracciones citosô licas y de 
m em brana en las condic iones descritas en al apartado 3.10. Las figuras R.45 y R.46 
m uestran las im âgenes de los geles b id im ensionales de am bas fracciones.
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pH 4-7
Figura R.45. Electroforesis bidim ensional de la fracciôn citoplàsm ica de A. baum annii ATCC 19606 S*". 
Primera dim ension IPG de 17 cm, pH 4-7, segunda dim ension en gel de poliacrilam ida al 12%. T inciôn de 
plata com patib le con espectrom etria de masas. Las manchas analizadas por espectrom etria de masas 
son indicadas por numeraciôn.
De la fracciôn citop lasm âtica fueron analizadas 145 m anchas de pro te inas 
m ediante espectrom etria  de m asas (MS), de las cuales 119 fueron identificadas. De la 
fracciôn de pro te inas de m em brana un total de 62 m anchas fueron analizadas y 28 
identificadas. Las tab las 8.1 y 8 .2  de materia l sup lem entario  m uestran los resultados 
obten idos por M 8.
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Figura R46. Electro foresis b id im ensional de la fracciôn enriquecida en pro te inas de m em brana de A. 
baum annii ATC C  19606 S^. Prim era dim ensiôn; IPG de 17 cm, pH 3-11, segunda d im ensiôn en gel de 
po liacrilam ida al 12%. T inciôn de plata com patib le con espectrom etria  de masas. Las m anchas analizadas 
por espectrom etria  de m asas son indicadas por num eraciôn.
4.4 .2 .1 .2 . E lectro foresis b id im ensiona l d iferencia l (2 -D -D IG E ) de A. baum ann ii sens\b\e  
V res is ten te  a co listina de fracc iones c itop lasm âtica  v de m em brana.
C onform e los a rgum entos p resentados en la in troducciôn del p résente  cap itu le , se 
escog iô  la técn ica  2 -D -D IG E  para ob tener un patron de expresiôn d ife renc ia l asoc iado  
exc lus ivam ente  a la res istencia  a co listina se com pararon las cepas de A. baum ann ii 
ATC C 19606  y su isogén ica  A TC C 19606 (apartado 3.4).
La com parac iôn  de la fracciôn citop làsm ica, se realizô m ediante  4 rép licas de la 
cepa sens ib le  con 4 rép licas de la resistente, m arcadas con los fluo rô fo ros  Cy3 y Cy5 
de fo rm a a leatoria  (véase fig. M .1); para m in im izar la variac iôn experim enta l se inc luyô 
un patrôn in terno com o estândar, m arcado con la sonda Cy2. La figura R.47 es una 
im agen representa tiva  en uno de los geles tras el anâ lis is  de im agen. Un tota l de 1700 
puntos fueron detectados, el estânda r interno, Cy2, perm itiô  la codetecciôn  de los 
puntos en cada gel y la norm a lizac iôn  de las cuantificaciones.
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Cy3/Cy5
Figura R.47. Com paraciôn m ediante 2D-DIGE de la fracciôn citoplàsm ica de cepas sensible y resistente a 
colistina de A. baum annii. Primera dim ensiôn IPG 17 cm, pH 4-7, segunda dim ensiôn gel de poliacrilam ida 
12%. Panel inferior: patrones de fluorescencia de: Cy2, control interno; Cy3; cepa sensible; Cy5; cepa 
resistente. En el panel superior se observa la superposiciôn de im âgenes Cy3/Cy5.
Tras la detecciôn y norm alizaciôn de m anchas de las m ism as en los cuatro geles, 
se identificaron aquellas con d iferencias s ign ificativas (p < 0.05) m ediante la prueba de 
A N O V A  con el program a DeCyder. Se defin ieron 42 m anchas de pro te inas con una 
variaciôn en sus n iveles de expresiôn com prend idos entre 3 y -3. Tras anâlis is por LC- 
M S/M S y M ALDI-TO F por huella peptid ica , fueron identificadas 24 pro te inas utilizando 
el m otor de b ijsqueda “M A S C O T”, lim itado a la base de datos especifica de A. 
baum ann ii (tabla R.21).
De idéntica m anera se analizô la fracciôn enriquecida en prote inas de m em brana 
La figura  R.48 m uestra las im âgenes de uno de los geles inclu idos en el ensayo.
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Cy3/Cy5
Figura R.48. Com paraciôn m ediante 2D -D IG E de la fracciôn de pro te inas de m em brana entre cepas 
sensib le y resistente a colistina de A. baum annii. P rim era dim ensiôn IPG 17 cm, pH 3-11, segunda 
d im ensiôn gel de poliacrilam ida 12%. Panel in ferio r patrôn de fluorescencia de : Cy2, contro l in terno; Cy3; 
cepa sensib le; Cy5; cepa resistente. En el panel superio r se observa la superposic iôn de im âgenes 
Cy3/Cy5.
De un tota l de 1590 m anchas p ro te icas de tectadas ex is tian  d ife renc ias 
s ign ifica tivas en los n ive les de expresiôn de 22 de ellas, de las cua les 11 fueron 
iden tificadas m ediante las técn icas de espectrom etria  de m asas m encionadas 
ante rio rm ente . En la figura R.49 aparecen num eradas aque llas m anchas con 
expresiôn d ife rencia l s ign ifica tiva  entre  am bas cepas. La tab la  R.19 m uestra las 35 
p ro te inas  (lisado tota l (T) y p ro te inas  de m em brana (M )) que se asociaron con la 
generaciôn del feno tipo  res is ten te  en este estudio .
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Figura R.49. Electro foresis d iferencia l de la fracciôn citop làsm ica (derecha) y fracciôn enriquecida en 
pro te inas de m em brana (izquierda) de A. baum annii ATCC 19606 y A. baum annii ATCC 19606 R^. La 
num eraciôn indica las m anchas con dife rencias de expresiôn significativa entre am bas cepas.
La m ayoria  de las p ro te inas asociadas a la res istencia  a PXE estén re lac ionadas 
con la b ios in tes is  de p ro te inas (~ 30% ) y otros procesos m etabô licos (~ 40% ), com o 
regu laciôn de la as im ilac iôn de n itrôgeno o enzim as re lac ionadas con el ci cio del âcido 
trica rbox ilico . Tam bién existen p ro te inas im plicadas en otras funciones ce lu lares, 
porinas (~ 11% ), p ro te inas im plicadas en la fo rm aciôn de fim brias (~ 6% ), y la p ro te ina  
O sm Y , d irectam ente  re lac ionada con estrés osm ôtico . (fig. R.50).
F o rm aciôn  de fim brias  O tros
Estrés  osm ôtico  
3%
P orinas
Procesos m etabô licos
Figura R.50.
P leg am ien to  y b io s in tes is  de prote inas
Clasificaciôn, segûn su 
funcionalidad, de 
prote inas que 
presentaron 
diferencias en el nivel 
de expresiôn entre las 
cepas sensib le y 
resistente a colistina 
de A. baum annii.
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En la tabla R.21 se resumen las proteinas que presentaron expresiôn diferencial 
significativa entre la cepa sensible y la resistente en las fracciones de membrana (M) y 
citoplasmâtica (T), asi como su funciôn y las diferencias en el nivel de expresiôn.
Tabla R.21. Proteinas que presentan expresiôn diferencial en la cepa resistente de A. baumanni.
Mancha***
1384 (M)
Nombre
Proteina de 
membrana externa A
PM pt
Proteina de
1085 (M ) membrana externa 37793 5.2
HMP
885CV) m e m Z % l l a A  ^8397 5.3
26290 4.7
Funciôn
Porina
Porina
Porina
N" Acceso N"de Homologfa -  ^
NCBI péptidos
gi21666310  
gi40287452  
gi 109675218
(%)
7
14
78
146 -3.18
84 -2.86
Proteina de
1556 (M) membrana externa 25581 4.5
(CarO)
218 (M) 
1436 (M)
CsuD
CsuA/B 18807
1436 (M) Péptido serial (OsmY) 16557 4.8
Porina gi72535027
92841 6.0 Componente gn 26642259
de fimbrias
5.2 Conaponente gn 26642263
1033 (M)
de fimbrias
Estrés
hiperosmôtico gil 26386984
Proteina ribosomal 52  
30S
Plegamiento 
27507 9.0 y biosintesis gi49531348
de proteinas
25 85 -2.35
153 3.06
70 3.04
51 2.36
113 2.59
1086 (M) Peptidasa lider 23242 6.7 Metabolismo g i l26388440 20 112 3.45
. Factor de elongaciôn
* de cadena EF-G
1 0 4 9  Factor de elongaciôn
' * de cadena EF-Tu
1521 (T)
1 2 6 3 (T)
1 2 7 2 (T) 
1 2 7 2 (T) 
6 2 0 (T)
6 5 0 (T)
Proteina ribosomal 
L15 50S
Proteina ribosomal S3
30S
Proteina ribosomal S3 
30S
T riosafosfato 
isomerasa
Chaperona Hsp60 
(GroEL)
Chaperona Hsp60 
(GroEL)
79089 5.0
43213 5.2
15472 10.9
27964 10.3
22047 10.3
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
gi49530070 15
gi49529548
21
g i l26388961
gi49532185
gil 26388974
26508 4.7 Metabolismo gil 26386296
57193 4.9
57193 4.9
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
gil 26642698 14
gil 26642699
33
21
32
30
21
11
161 3.17
64 -3.37
128 -3.33
194 3.13
295 4.78
291 4.78
281 -9.41
77 -6.86
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m nch.*" Nombre PM pl Fumc*6m
N -A c c m o
NCBI
N?d#
p ^ d o «
Nomologfa
W
SeoM" R«
667 (T) Chaperona Hsp70 
(DnaK) 69563 4.7
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
gi126642981 11 15 178 -3.13
765 (M) Péptido senal 
(chaperona HsiJ) 31301 5.9
Plegamiento 
y biosintesis 
de proteinas
g il 26386961 3 16 52 -2.69
2 8 5 (T) Isocitratodeshidrogenasa 82876 5.3 Metabolismo gi126642513 10 13 114 3.21
286 (T) Isocitratodeshidrogenasa 82876 5.3 Metabolismo gi126642513 17 17 234 3.3
644 (T) 3-hidroxiacil-CoAdeshidrogenasa 49207 5.7 Metabolismo gil 26387273 16 34 605 3.16
2 8 4 (T) Proteina hipotética 
MaeB 73653 5.4 Metabolismo gil 26388262 9 14 326 3.16
285 (T) Proteina hipotética 
MaeB 82788 5.3 Metabolismo g il 26382263 10 10 268 3.21
1636 (T)
Proteina reguladora 
de asimilaciôn de 
nitrôgeno P-ll 2
10529 5.1 Metabolismo gil 26386195 3 40 125 -8.32
1028 (T) Glicil-ARNt sintetasa cadena alfa 37200 5.0 Metabolismo gi126643133 7 18 188 5.72
8 7 7 (T) Serina hidroxi- metiltransferasa 40519 6.2 Metabolismo g il 26388232 4 12 140 -3.61
1 3 5 5 (T)
Proteina putativa de 
biosintesis de 
ubiquinona
18059 6.0 Metabolismo gil 26388063 10 55 293 -3.32
1075 (T) Peroxidasa dependiente de hierro 30322 4.7 Metabolismo gil 26387550 4 13 105 -4.37
1275 (T) Proteina de biosintesis de tiamina 22793 4.8 Metabolismo gil 26388190 4 20 190 7.47
1188 (T)
Proteina de 
biosintesis de 
molibdopterina
29293 5.0 Metabolismo gil 26388075 2 11 56 -3.4
1538(T) Producto del gen aac(6')-lk 16685 5.5 Metabolismo gi847647 4 28 61 -4.83
1135 (T) Proteina hipotética A l S J 372 27170 5.6 Desconocida gi126641418 5 36 95 -4.94
1468 (T) Proteina hipotética 
A 1S_3155
18057 6.1 Desconocida g il 26389054 7 37 238 -5.91
1385 (M) Proteina hipotética 
conservada 19383 4.9 Desconocida gi49531733
1 5 62 -2.95
y (T) se refiere a la fracciôn de procedencia, extracto de membrana o total respectivamente. se 
refiere al cociente de sobreexpresiôn o infraexpresiôn de la cepa resistente respecto a la cepa sensible.
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4.2 .2  2. C aracterizac iôn  del feno tipo  resistente.
Tras el anâ lis is pro teôm ico  se p roced iô  a la caracte rizac iôn  del fenotipo  resis tente , 
con el ob je tivo  de de te rm inar si los cam b ios de expresiôn observados son deb idos a 
m odificac iones genéticas astab les o inestab les.
4.4 .2 .2 .1 . Ensavos de e fic iencia  b io lôo ica  (fitness).
•  C om petenc ia  entre  ceoas.
En prim er lugar se rea lizô un ensayo in vitro  de com petencia  entre A. baum ann ii 
A TC C 19606  y A. baum ann ii A T C C ^9 606  (ve r apartado 3.9.1). Los resu ltados 
(figura R .51) m ostraron que conform e progresa  el tiem po, el num éro de UFCs de la 
cepa res is tente  d ism inuyô  drâsticam ente  respecto  a la sensib le; al sexto d ia  sôlo el 4%  
de las bacterias fueron res istentes al an tib iô tico .
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F ig u ra  R.51. Ensayo de com petencia  entre la cepa parental sensib le a colistina y su isogénica resistente. 
Inôculo inicial (10^ UFC/m L). El porcenta je de sensib les y resistentes fue estim ado por crecim iento en 
plaças de a licuo tas tom adas en dife rentes tiem pos, en ausencia y presencia de PXE (32 pM) a diferentes 
tiem pos.
•  Pérd ida espontânea de res is tencia  en ausencia  de colistina fPXE).
La pérdida de res is tencia  observada en el ensayo an terio r podria  ser debida a 
varies factores; i) un m enor fitness  de la cepa resistente , en ausencia de PXE, que la 
cepa parenta l, ii) inestab ilidad del feno tipo  de res is tencia , con reversiôn a feno tipo  
sensib le  en ausencia  de an tib iô tico  o iii) s im u ltane idad  de los dos e fectos anteriores. 
La respuesta  a dicha cuestiôn  fue p roporc ionada  por la pérdida espontânea de
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resistencia a colistina en la ATCC19606 crecida en ausencia del antib iô tico en un 
lapso de tiem po de 10 d ias, con determ inaciôn de las UCFs del cultive a d iferentes 
tiem pos en ausencia y en presencia de 8  y 32 pM de PXE (apartado 3.9.2). La figura 
R.52 m uestra los resultados obtenidos.
100
80
8mM PXE
60
32pM PXEu_
20
0 2 4 6 8 10
TIEM PO (dias)
F igu ra  R.52. Pérdida espontânea de resistencia a PXE tras cultive en ausencia de antibiôtico de la de la 
cepa ATCC19606 R^. El porcentaje de bacterias resistentes, en funciôn del tiempo, fue estimado por 
crecimiento en plaça en ausencia (100%) y presencia de 8pM y 32pM de PXE.
Los resultados dem uestran una pérdida de resistencia a colistina en funciôn del 
tiem po, que no alcanza la reversiôn total, a través de un m ecanism o graduai y no por 
un m odelo todo o nada, a tenor de los d ife rentes porcenta jes en las curvas con 
diferente concentraciôn de PXE. C onsecuentem ente, la opciôn mâs probable para 
exp licar la pérdida de efic iencia biolôgica de ATC C 19606 es su m enor capacidad 
de crecim iento respecto a la cepa susceptib le , com binada con una reversiôn parcial al 
fenotipo susceptib le .
•  Perm eabilidad de la ME de am bas cepas de A. baum ann ii v susceptib ilidad a 
antib iôticos.
Basados en los cam bios en la expresiôn de pro te inas de ME, y su im portancia 
com o barrera de im perm eabilidad a antib iô ticos, se decid iô ensayar si d ichas 
m odificaciones afectaban tal funciôn. Se utilizô la inhibiciôn de crecim iento en 
presencia del detergente Triton X-100 (apartado 3.9.4) debido a que la solubilizaciôn 
de la M l sôlo sucede si ME se encuentra sufic ien tem ente  desestructurada. La cepa 
resistente fue m ucho mâs susceptib le al detergente que la cepa sensible (figura R.53), 
con LD 5 0 , de 0.005%  (p/v) y >0.1 % para la cepa resistente y sensible respectivam ente. 
C onform e a la com posiciôn de la hem icapa externa form ada casi exclusivam ente por
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LPS y a la m enor expresiôn de porinas, com o cana les de acceso  al espacio  
perip lâsm ico, d ichos resu ltados sug ieren un em paque tam ien to  de fectuoso  del LPS de 
la cepa res is tente , o rig inando d iscon tinu idades que exp licarlan  la m ayor 
susceptib ilidad  a la lisis por el de tergente .
Sensible
Resistente1 0 0
80
60
LU 40
O 20
0
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
%TX-100
F igu ra  R.53. Inhibiciôn de! crecim iento bacteriano por TX -100 de las cepas de A. baum ann ii sensib le y 
resistente a colistina.
El m ayor tiem po de generaciôn de la cepa resistente, as i com o la m enor expresiôn 
de p ro te inas  ribosom ales en la m ism a, sug ie re  un dete rio ro  en la b ios in tes is  de 
p ro te inas, y com o tal, m ayor sensib ilidad  a los antib iô ticos que inhiben d icho  proceso. 
Esta h ipôtesis  fue dem ostrada por la suscep tib ilidad  s ign ifica tivam en te  m ayor de la 
cepa res is ten te  respecto  a la s ilvestre  a dos antib iô ticos inh ib idores de la s in tes is  de 
p ro te inas (purom ic ina y c lo ram fen ico l) (tabla R .22).
T ab la  R.22. A c t iv id a d  d e  purom icina y clo ram fen ico l sobre A. baum annii
Antibiôtico
*A. baum ann ii *A. baum ann ii
CMI CMIso CMI CMIso
Puromicina >100.0 76.0 (±6 .0 ) >100.0 47.8 (± 1.9)
Cloramfenicol >100.0 82.0 (± 1.0) 100.0 26.7 (± 1.8)
CMI y CM I50 (pM ) * (± D esviaciôn estândar).S'": Cepa de A. baum annii ATCC 19606 sensib le  a colistina, 
R^: Cepa de A. baum annii ATC C  19606 resistente a colistina.
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Puesto que la resistencia a PXE ha supuesto una m ayor susceptib ilidad a otros 
antib iô ticos (Li et al., 2007a), los datos anteriores se com plem entaron con el estudio 
de susceptib ilidad de am bas cepas frente a un conjunto de antib iôticos m ediante el 
m étodo de difusiôn en disco (tabla R.23) sin que existieran d iferencias s ign ificativas a 
los m ism os entre am bas cepas.
Tabla R.23. Antib iogram as de A. baumannii.
Antibiôtico
A. baumannii S'* 
* (mm )
A. baumannii R^ 
* (mm)
Am picilina (10pg) 0 0
Penicilina G (lOud) 0 0
Im ipenem  (10pg) 30 30
Gentam icina (10pg) 16 17
Ciprofloxacina (5pg) 30 28
Am ikacina (30pg) 20 20
Rifam picina (5pg) 13 14
‘ Diâmetro del halo de inhibiciôn de crecim iento. S : Cepa de A. baum annii ATCC 19606 sensib le a 
colistina, R^: Cepa de A. baum annii ATCC  19606 resistente a colistina
• Susceptib ilidad de las cepas A. baum ann ii al sistem a del com olem ento.
La m em brana externa actüa com o prim era barrera bacteriana frente al sistem a 
inm une y mâs especia lm ente frente a los sistem as de inm unidad innata, incluyendo, 
adem âs de los péptidos antib iôticos, al com plem ento . Los ensayos realizados sobre la 
v iab ilidad de am bas cepas tras la exposic iôn al suero hum ano por 1 h no m ostraron 
d ife rencias significativas entre ellas (fig. R.54).
120  -
P 100
8  80 -
^ ^ 0  0 %  s u e ro  
^ ^ ■ 1 0 %  s u e ro  I 
1 0 %  s u e ro  
2 0 %  s u e ro  I 
^ ^ 0 2 0 %  s u e ro
A T C C  1 9 6 0 6  A T C C  1 9 6 0 6
Figura R.54. Viabilidad de las de la cepas de A. baum annii ATCC19606 y ATCC19606 R^ tras 1 h de 
incubaciôn en medio MHII mâs 10% ô 20% de suero hum ano inactivado por calor (suero I) o sin inactivar 
(suero) y posterior incubaciôn en medio MHII a 37°C durante 12 horas. El crecim iento se determ inô por 
DOsgonm. EL control (100% viables) se obtuvo mediante incubaciôn en MHII en ausencia de suero.
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•  Union de DPXB a A c ine toba c te r baum ann ii sensib le  y resistente a colistina.
La afin idad de la ME para po lim ixina se déterm iné m ediante va loraciôn de la union
de dansil-po lim ix ina B a las bacterias, que fue considerab lem ente  superio r para la
cepa sensible. Las bacterias fueron v isua lizadas a la m axim a concentrac iôn de DPXB
ensayada m ediante m icroscop ia  de fluorescencia  (fig. R.55). p g g  A finidad de
PXB por la membrana 
de las bacterias. El 
panel izquierdo
muestra el incremento 
de fluorescencia
(Aex=340,Aem=460) tras 
la adiciôn de DPXB, la 
imagen de la derecha 
muestra la diferencia 
de fluorescencia
observada. A: cepa
sensible. B: cepa
D P X B  [p g /m L ] resistente
<
üzUJ
% ?
g -
O3
ATCC SC 
ATCC RC
1.5
1.0
0.5
0.0
155 10 200
4.4.2.2.3 . Ensavos de v iru ienc ia  de las ceoas.
• Form aciôn de b io film  bacteriano.
La form aciôn de b io film  bacteriano es un facto r de v iru iencia  de bacterias tan to  
G ram -positivas com o G ram -negativas (Saw hney y Berry, 2009; Van Houdt y M ichie ls, 
2005). La va loraciôn de la capacidad de form aciôn de biofilm  de am bas cepas de A. 
baum annii, por fijaciôn de cris ta l v io leta, dem ostraron que la cepa no form ô b io film  
tras 24 h de crecim iento , ni en ausencia (-PXE) ni en presencia (+PXE) de colistina, 
m ientras que la cepa parenta l si lo hizo (fig. R .56). En la tabla R.24 resum e los va lores 
de DOsgsnm correspond ien tes a la fijaciôn del colorante.
Tabla R. 24. Form aciôn biofilm  por A. baum annii
A. baumannii Biofiim
ATCC 8= 0 .2 5  (±  0 .0 4 )
Resistente * ATCC R  ^(-PXE) 0 .0 2  (±  0 .0 1 )
' + PXE " ATCC R  ^ (+PXE) 0.01 (±  0 .0 0 )
Figura. R.56. Imagen de form aciôn de biofilm  (cristal v io leta) de las cepas sensib le y resistente a colistina 
en presencia (+PXE) y ausencia (-PXE) de colistina.
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Inhibiciôn del crecim iento de D. discoideum .
D. d isco ideum  es utilizado com o m odelo de v iru iencia  bacteriana (Sm ith et al., 
2007). Al a lim entarse por fagocitosis de bacterias, se ha com parado la inhibiciôn del 
crecim iento  de la am eba en presencia de am bas cepas de A. baum annii. Para d icho 
ensayo, el inôculo consistiô  en una m ezcla équ iva lente  en UFCs de la cepa 
correspond iente  de A. baum ann ii con Klebsie lla  aerogenes  (ver apartado 3.9 5). La 
figura R.57 m uestra el d iàm etro del halo de crecim iento  de D. d iscoideum  en cada 
caso, as! com o las im âgenes de las p laças que ilustran el m ayor crecim iento de la 
am eba en presencia de la cepa resistente.
3.0 
2.5 4
0  ^ 2.0
UJ ^
1  i  1.5
ü  ^
UJ
û: 1.0 4
ü
0.5
0.0
K. aerogenes 
T y  K. aerogenes /  A. baumannii RC
•i ' K. aerogenes / A. baumannii
50x10^ 25 x1Q3 12x10^ 6x10^
D. discoideum  (n° células)
Fig. R.57. Tam ano de los halos de crecim iento de D. discoideum  en presencia del K. aerogenes  y K. 
aerogenes  con la cepa resistente o sensible a colistina (Panel superior). En el panel inferior se muestran 
las im âgenes de las plaças A: control (K. aerogenes), B: K. aerogenes  / A. baum annii ATCC y C; K. 
aerogenes /A .  baum annii ATCC S^.
Una serie posterio r de experim entos se d isenaron para responder a las cuestiones 
surg idas: i) Si la inhib iciôn del crecim iento era causada por toxinas secretadas al 
m edio  por A. baum annii. Para ello, las am ebas se cu ltivaron sobre K .aerogenes  en 
presencia de los sobrenadantes de cultives de A. baum ann ii (fig. R.57), ii) Si la
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inh ib ic iôn del c rec im ien to  pers is tia  en A. baum ann ii m uertas y iii) D e te rm inar el 
c rec im ien to  de la am eba en presencia  ûn icam ente  de A. baum ann ii. Los resu ltados 
obten idos se m uestran en la figura R.58. Los dos prim eros puntos resu ltaron 
negatives, y respecte  al te rcero , la u tilizaciôn exc lus iva  de A. baum ann ii v ivas, inh ib la  
tanto  el c rec im ien to  com o el desarro llo  de la am eba.
F ig . R.58. C recim iento de D. discoideum  
sobre K. aerogenes  en presencia de: i) 
sobrenadante  de cultive de A. baum annii, ii) 
cultive m uerto de A. baum annii y iii) 
C recim iento de D. d iscoideum  sobre césped 
de A. baum annii. Cepas sensib le (panel 
izqu ierdo) y resistente (panel derecho) a 
colistina,
•  Infecciôn de m acrô faoos Raw 264.7.
O tro de los ensayos rea lizados para eva lua r la v iru ienc ia  de las cepas fue el de 
in fecciôn de cé lu las de la lînea m acrofâg ica  m urina RAW  264.7, con de term inaciôn del 
num éro de bacterias v iab les in trace lu lares tras 2 horas de infecciôn. Los resu ltados 
ob ten idos fueron 4.6 x 10® bacterias / 2 .5  x 10® m acrô fagos y 5.7 x 10® bacterias / 2.5 x 
10® m acrô fagos para la cepa sensib le  y res is ten te  a colistina respectivam ente , 
resu ltando esta ultim a con una m ayor in fectiv idad .
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4.4.2.2.4. Caracterizaciôn m etabôlica de las cepas.
Con el fin de com plem entar las d ife rencias de expresiôn de las enzim as 
im plicadas en procesos m etabôllcos, defin idas por DIGE, se ensayo la capacidad de 
crecim iento de am bas cepas sobre sustra tos determ inados com o ûnica fuente de 
carbone utilizando las p laças GN2 de 96 pocillos (ver apartado 3.9.6). Entre am bos 
tipos de bacterias, solo m ostraron d ife rencias para la utilizaciôn de citrate com o ûnica 
fuente de carbone (figura R.59).
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Fig. R.59. Crecim iento de A. baum annii cepas sensib le (S) y resistente (R) en presencia de diferentes 
fuentes de carbone. El circule rejo indica el pocillo correspondiente al citrate, que présenté diferencias 
significativas de crecim iento.
4.4.3. D ISCUSIÔN.
Tal y com o ya ha sido m encionado en cap itu las anteriores de esta tesis, los 
antib iôticos, a pesar de su incidencia esencia l en la dism inuciôn de la m orta lidad por 
in fecciones bacterianas, han orig inado la em ergencia  de patôgenos resistentes y 
m ultirresistentes a los m ismos. C onsecuentem ente , en la actualidad se requiere el 
desarro llo  de nuevas estra teg ias eficaces para com batir las infecciones bacterianas 
(Sm ith y Romesberg, 2007). En este sentido, conocer los m ecanism os por los que las 
bacterias contrarrestan la acciôn de los antib iô ticos y adquieren resistencia a los
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mismos permitiria una mayor eficacia en el desarrollo de nuevas moléculas 
antimicrobianas. La resistencia a colistina en descrita en cepas de A. baumannii 
multirresistentes a otros antibiôticos ha realzado la necesidad de investigar los 
mecanismos por los que la bacteria adquiere dicha resistencia. La estrategia utilizada 
en el présente trabajo es minimalista, y para tal se ha evitado un modelo clinico de 
cepa, que aunque mas similar a la situaciôn real, adolece de una posible interacciôn 
y/o entre los mecanismos de resistencia a diferentes antibiôticos obtenidos 
previamente al tratamiento con colistina. Por otro lado, se ha querido realizar una 
relaciôn mâs di recta utilizando niveles de expresiôn de protein as. Los siguientes 
apartados de esta discusiôn establecerân en la medida de lo posible, las diferencias 
observadas entre los fenotipos de resistencia y susceptibilidad a colistina obtenidas 
mediante metodologias diversas y complementarias.
Permeabilidad y composiciôn de membrana.
Segùn los resultados obtenidos mediante DIGE hay expresiôn diferencial en très 
porinas, todas pertenecientes a la familia de las OmpA. De allas, sôlo la numerada 
como 885 (Gl 140287452) présenta idéntico RM y pl que la proteina teôrica (tabla 
R.21). Las otras dos (1085, gi21666310 y 1384 gi109675218), se pueden interpretar 
como productos de degradaciôn de las especies préexistantes. Una de allas (1085) es 
la porina HMP, la mayoritaria descrita en A. baumannii (Dupont et al., 2005; Vila et al., 
2007), cepas de A. baumannii resistentes a tigeciclina, imipenem o colistina han 
presentado alteraciôn en los niveles de expresiôn de porinas de dicha familia (del Mar 
Tomas et al., 2005; Vila et al., 2007; Yun et al., 2008). As! mismo se ha descrito sobre- 
expresiôn en la porina OmpA asociada a la resistencia a colistina en S. typhymurium 
(Bader et al., 2003), otra porina de A. baumannii con expresiôn disminuida en un 
aislado resistente a colistina es OmpW (Vila et al., 2007). Nuestros resultados ademâs 
muestran infraexpresiôn de CarO en la cepa resistente (1556, gi72535027), dicho 
comportamiento ha sido descrito previamente en resistencia a imipenem, ya que CarO 
facilita su entrada (Siroy et al., 2005). Sin embargo, el fenotipo de la cepa resistente a 
colistina no muestra resistencia a dicho antibiôtico, conforme al diàmetro de difusiôn 
en disco (tabla R.23). Considerando las perturbaciones en la arquitectura de la ME, en 
la cepa resistente a colistina, el imipenem podria accéder al espacio periplâsmico a 
través de dichas discontinuidades (ver punto 4.4.2.2.1 ).
Conforme fue mencionado en la introducciôn de esta tesis, el principal mécanisme 
de las enterobacterias para adquisiciôn de resistencia a las polimixinas consiste en la 
remodelaciôn del LPS con disminuciôn de su carga negative, mediante conjugaciôn de
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etanolamina (EtN) o 4-amino-L-arabinosa (Ara4N) a los grupos fosfatos del llpido A, 
con disminuciôn de la afinidad LPS-PX, principalmente mediado por los sistemas de 
dos componentes PhoPQ y PmrAB, comunicados entre si por PmrD en otras bacterias 
(Moon y Gottesman, 2009; Moskowitz et al., 2004).
A partir de los datos de genoma de A. baumannii (Smith et al., 2007) conocemos 
que esta especie carece del sistema de PhoPQ y pmrD. Por eliminaciôn, sôlo el 
sistema PmrAB séria el responsable de la remodelaciôn. En efecto, mutaciones en 
dicho sistema se asocian a resistencia a colistina en A. baumannii, y datos iniciales en 
colaboraciôn con el grupo del Dr. J. Pachôn, Hospital Universitario Virgen del Roclo las 
confirman en A. baumann//ATCC 19606 la cual présenta expresiôn constitutive de 
pmrA. De las dos modificaciones del LPS dependientes de PmrAB, los genes que 
codifican las enzimas implicadas en la conjugaciôn de Ara4N no estân présentes 
(Adams et al., 2008; Adams et al., 2009); presumiblemente, es la conjugaciôn de EtN 
al llpido A la responsable del proceso de resistencia. Nuestros resultados obtenidos 
mediante DIGE no revelan diferencias de expresiôn de ninguna de las enzimas 
implicadas en este proceso, y que nos permitan confirmar que este es el mecanismo 
por el cual la cepa resistente adquiere dicho fenotipo.
Otras proteinas de interés son CsuA/B (1578, gi 126642263) y CsuD (218, 
gi 126642259) codificadas ambas por el mismo operôn e implicadas en la formaciôn de 
fimbrias (Tomaras et al., 2003). La presencia de fimbrias favorece la adhesiôn 
bacteriana a las superficies y por tanto la formaciôn de biofilm, que es un factor de 
viruiencia para la bacteria (Rodriguez-Bano et al., 2008; Shin et al., 2009). A pesar de 
que nuestros resultados muestran sobreexpresiôn en la cepa resistente de estas 
proteinas, posee una menor capacidad de formaciôn de biofilm comparada con la 
silvestre (fig. R.56).
En la cepa resistente a colistina aparece sobreexpresada la proteina 1436 
(gi126386984), anotada como un péptido sehal, asignaciôn errônea simplemente 
atendiendo a su masa molecular, y que présenta un elevado porcentaje de homologla 
con OsmY, una proteina periplâsmica pequeha (Yim y Villarejo, 1992), cuya inducciôn 
esta asociada con estrés hiperosmôtico y con la actividad de la polimixina en E. coli 
(Oh et al., 2000; Yim y Villarejo, 1992). Las proteinas de la familia OsmY se 
caracterizan por reestablecer la homeostasis celular, permitiendo la supervivencia de 
la bacteria bajo condiciones osmôticas desfavorables. Se supone que de manera 
semejante a la polimixina, también actûe proporcionando conexiôn entre las capas 
periplàsmicas de la Ml y ME (Liechty et al., 2000). Dado que se ha descrito que las 
polimixinas llevan a cabo el intercambio de fosfollpidos entre las dos monocapas, 
basado en modelos de membranas biolôgicas, provocando la pérdida de asimetria de
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la membrana (Cajal et al., 1996), la sobreexpresiôn de OsmY podria compatir con la 
colistina, incrementando la resistencia al antibiôtico al impedir dicho intercambio.
Biosintesis de proteinas.
Los resultados de 2D-DIGE también revelan variaciôn en los niveles de expresiôn 
de proteinas implicadas en la biosintesis de proteinas. AsI, en la fracciôn enriquecida 
en proteinas de membrana existe una sobreexpresiôn de la proteina ribosomal S2 en 
la cepa resistente a colistina (1033, gi49531348). Este incremento de expresiôn, el 
cual persiste tras los lavados realizados destinados a la eliminaciôn de contaminantes 
de la fracciôn citosôlica, se relacionarla con la sobreexpresiôn de la peptidasa lider 
1086, g i l26388440, un componente del complejo SRP (partlcula de reconocimiento de 
sehal), implicada en la correcta inserciôn y translocaciôn de proteinas de membrana y 
secretadas. Es interesante resaltar que en E. coli la proteina ribosomal S2, 
perteneciente a la subunidad 30S, interacciona con el extreme N-terminal de OmpA 
segùn sobresale del ribosoma (Choi et al., 1998) y con el ARN 4.5S de SRP, ademâs 
de tras proteinas ribosomales (Gu et al., 2005). Tanto este componente de SRP como 
la proteina ribosomal S2 estân sobreexpresadas en la cepa resistente, que se 
interpretarla como un intente de la célula por garantizar una correcta translocaciôn de 
proteinas a través de la membrana interna, en un ambiente donde tanto la biosintesis 
global de proteinas como los niveles de expresiôn de chaperonas se encuentran 
disminuidos. La sobreexpresiôn de la peptidasa lider en Listeria monocytogenes se 
encuentra asociada a una mejor invasiôn de células de mamifero, al asegurar el 
procesamiento correcte de factores de viruiencia (Raynaud y Charbit, 2005).
La cepa resistente de A. baumannii présenta un tiempo de generaciôn mayor al de 
la cepa silvestre, 62 y 40 minutes respectivamente. El crecimiento bacteriano estâ 
directamente asociado con la sintesis de proteinas y a su vez al numéro de ribosomas 
actives (Kaczanowska y Ryden-Aulin, 2007). La resistencia a colistina supone un 
desequilibrio en los niveles de expresiôn de los factores de elongaciôn EF-G (295, 
gl49530070) y EF-Tu (1402, gi49529548) sobre- e infraexpresados respectivamente, y 
de proteinas ribosomales como L15 (1521, g i l26388961), implicada en la integraciôn 
del ARNr 5S al ribosoma (Kaczanowska y Ryden-Aulin, 2007). Sin embargo L15 no es 
esencial en la biosintesis de proteinas (Ito et al., 1984); hay cepas de E. coli que no 
expresan dicha proteina, pero que duplican su tiempo de generaciôn (Franceschi y 
Nierhaus, 1990), en cierto modo semejante a la situaciôn en A. baumannii. La proteina 
ribosomal S3 también aparece sobreexpresada en la cepa resistente a colistina, 
identificada en dos manchas (1263, gi49532185 y 1272, g i l26388974), y que
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garantizan un adecuado control de las etapas finales de la traducciôn de proteinas, ya 
que tanto S2 como S3 estân implicadas en el ensamblaje de la subunidad pequeha del 
ribosoma (Culver y Noller, 1999).
Un resultado llamativo de 2D-DIGE es la infraexpresiôn de chaperonas 
mayoritarias, como Hsp60 (GroEI) (620, g i l26642698), Hsp70 (DnaK) (650, 
g i l26642699) y HsiJ (765, g i l26386961). Este hecho puede originar errores en el 
plegamiento de las proteinas con pérdida de funcionalidad de las mismas. La 
consecuencia final de la resistencia a colistina implicada un deterioro global en el 
mantenimiento de la funcionalidad de proteinas y como consecuencia de la 
homeostasis de la bacteria, que se traduce en el menor fitness observado en la cepa 
resistente.
Metabolismo.
Los datos obtenidos por 2D-DIGE fueron completados con la caracterizaciôn 
metabôlica de ambas cepas por crecimiento en plaças GN2, donde cada pocillo 
contiene una ûnica fuente de carbono. La diferencia mâs significativa entre ambas 
cepas fue el mayor crecimiento de la cepa resistente en presencia de citrato como 
ûnica fuente de carbono comparada con la cepa silvestre (fig. R.59), que se 
relacionarla con la sobreexpresiôn de la isocitrato deshidrogenasa (285 y 286, 
g i l26642513) observada en la cepa resistente. En consecuencia A. baumannii R^ 
tendria una mayor dependencia del ciclo de los âcidos tricarboxilicos (TCA) para sus 
requerimientos metabôllcos. Otra enzima relacionada con esta observaciôn es la 3- 
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (644, g i l26387273), sobreexpresada en esta misma 
cepa, e implicada en la producciôn de équivalentes redox mediante transformaciôn de 
sustratos hidroxilados en cetoacil-CoA con formaciôn de NADH. Dicha enzima 
présenta alta homologla con la enzima 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, que 
produce acetil-CoA procedente del catabolisme de âcidos grasos y aminoâcidos. El 
acetil-CoA generado alimentarla el ciclo de los âcidos tricarboxilicos, u otras rutas 
anabôlicas.
Las manchas 284 (g il26388262) y 285 (g il26388263) sobreexpresadas en la cepa 
resistente, fueron anotadas como la proteina hipotética MaeB (enzima mâlica), con 
alta homologla a sus ortôlogos de otras bacterias. MaeB cataliza la descarboxilaciôn 
oxidativa del malato, ligada a la reducciôn de nucleôtidos de adenina. Su papel en este 
contexte podria ser el desvIo de parte del malato generado en el ciclo TCA a piruvato 
que a su vez alimentarla la ruta glucogénica.
173
Resultados y  discusiôn
Un incremento del ciclo TCA podria aumentar los niveles de oxoglutarato, que 
conjuntamente con la glutamina, sirve a la bacteria para conocer y contrôler la 
asimilaciôn de nitrôgeno. En la cepa resistente a colistina, la intensidad de la mancha 
1636 (g il26386195), anotada como sistema regulador PII de la asimilaciôn de 
nitrôgeno estâ notablemente reducida. Este sistema, compuesto por dos proteinas 
GInK y GInB de baja masa molecular se encarga de contrôler la entrada compensada 
de nitrôgeno y carbono con el fin de evitar un consume de energia innecesario (Leigh y 
Dodsworth, 2007). Esta regulaciôn es mediada a través de una proteina de membrana, 
AmtB, que actûa como poro para NH4 ,^ y es inactivada por la uniôn de GInK, 
reduciendo la entrada de N H / y su eventual incorporaciôn a glutamina (Javelle et al., 
2004). En la cepa resistente, la menor expresiôn de GInK podria favorecer la sintesis 
de glutamina, de acuerdo con los niveles de oxoglutarato esperados de un ciclo TCA 
acelerado.
En la cepa resistente hay una sobreexpresiôn considerable de la subunidad alfa de 
la glicil-ARNt sintetasa (1028, gi49532234), una de las pocas ARNt sintetasas 
bicomponentes, que no es acompanada de otras ARNt sintetasas. Una posible 
explicaciôn séria asegurar un nivel adecuado de glicil-ARNt para la biosintesis de 
proteinas en el caso de un déficit de glicina, causado por la infraexpresiôn de serina 
hidroximetiltransferasa (877, g i l26388232), enzima clave en la biosintesis de dicho 
aminoâcido (Magnusson et al., 2003). Dado el papel fundamental que la glicina juega 
en el metabolismo de fragmentes de un carbono, su escasez podria afectar, entre 
otros, a la biosintesis de purinas y glutation, con las consiguientes consecuencias 
sobre el metabolismo global.
Otra de las proteinas infraexpresadas en la cepa resistente (1355, g i l26388063) 
es una enzima implicada en la biosintesis de ubiquinona, cuyos niveles de ubiquinona 
se relacionan directamente con el contenido de O2 en el medio (Soballe y Poole, 
1999), y dado el carâcter aerobio de Acinetobacter, un déficit en el nivel de la misma 
podria obstaculizar seriamente la capacidad metabôlica de la bacteria, ademâs de un 
posible incremento de la producciôn de metabolites oxigenados (Soballe y Poole, 
1999), cuyo efecto se veria agravado por la infraexpresiôn de la peroxidasa (1075, 
g i l26387550), con un aumento en los niveles de perôxido perôxido. Este incremento 
en los niveles de ROS podria contribuir a la disminuciôn del fitness metabôlico de la 
cepa resistente. La utilizaciôn de antibiôticos que estimulan la producciôn de ROS ya 
han sido utilizados para otras bacterias (Dwyer et al., 2007; Macvanin et al., 2004).
Otra de las proteinas con sobreexpresiôn en la cepa resistente es la 1275 
(g il26388190), implicada en la biosintesis de tiamina. En su forma trifosfato, la tiamina 
actûa como sehal de crecimiento de E. coli bajo disponibilidad restringida de
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aminoâcidos (Lakaye et al., 2004).
Finalmente, la técnica de DIGE, también révéla la infraexpresiôn de 1188 
(g il26388075), una proteina implicada en la biosintesis de molibdopterina, un cofactor 
de oxidoreductasas. En anaerobios facultatives como E. coli, las molibdoenzimas 
ayudan al crecimiento de la bacteria en condiciones limitantes de oxigeno (Soballe y 
Poole, 1999). Para un aerobio estricto, como Acinetobacter, esta posibilidad es poco 
probable. Por otro lado, una nitrato reductasa con un cofactor molibdopterina, ha sido 
descrito en A. calcoaceticus (Villalobo et al., 1977), y en el genoma de A. baumannii 
aparecen tanto nitrato y nitrito reductasa, y un transportador de nitrato, sugiriendo que 
Acinetobacter reduciria el NO3 a NH4. Incluso si este proceso es inhibido parcialmente 
por la ausencia de molibdopterina, se podria compensar por la mencionada 
infraexpresiôn de la proteina GInK, que provoca un incremento de la entrada de NH4 
mediada por AmtB.
Resistencia a colistina y susceptibilidad a antibiôticos.
Otros autores han descrito en cepas de A. baumannii resistentes a colistina y 
generadas in vitro una mayor susceptibilidad a otros antibiôticos (Li et al., 2007a). En 
2D-DIGE se ha detectado infraexpresiôn del p rod u cto del gen aac (6 ')-lk (1538, 
gi847647), una N-acetiltransferasa implicada en la inactivaciôn por acetilaciôn de la 
posiciôn 6 ' de aminoglicôsidos como amikacina, kanamicina, netilmicina y trobamicina, 
pero no gentamicina (Ploy et al., 1994), pero esta suposiciôn no ha sido confirmada en 
la susceptibilidad a aminoglicôsidos ensayados (tabla R.23). De hecho, Acinetobacter 
no depende de estos genes para la resistencia a aminoglicôsidos, si no que la 
consigue mediante una amplia variedad de actividades enzimâticas (Bonomo y Szabo, 
2006). Otra diferencia es la sobreexpresiôn de CarO (1556), implicada en la entrada 
de imipenem a través de la ME (Siroy et al., 2005) y que tampoco se plasma en la 
prâctica, comentado en el punto de permeabilidad.
Finalmente existen otras très manchas cuya funcionalidad se desconoce. Para la 
mancha 1468 (gi 126389054) y la 1385 (gi 49531733), se ha encontrado alta 
homologla con proteinas de otras bacterias, que desgraciadamente tampoco tienen 
funcionalidad asignada. Para la mancha 1135 (gi126641418) la escasa homologla que 
présenta con la hidroximetiiglutaril CoA liasa imposibilita una interpretaciôn correcta de 
su funciôn.
El anélisis global de todos los resultados obtenidos demuestra un fenotipo de 
resistencia a colistina en desventaja con respecto al silvestre, por un lado la 
resistencia revierte al eliminar la presiôn del antibiôtico (fig. R.52) y por otro los
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ensayos de competiciôn muestran el sobrecrecimiento de la cepa sensible 
desplazando a la resistente. Los ensayos en D. discoideum son un claro ejemplo de la 
mayor eficiencia biolôgica de la cepa con fenotipo sensible, en concordancia a datos 
anteriores en A. baumannii multirresistente utilizando D. discoideum como modelo de 
viruiencia (Smith et al., 2007).
Una publicaciôn reciente analiza las diferencias en la morfologla y topografia entre 
cepas de A. baumannii sensibles y resistentes a diferentes concentraciones de 
colistina mediante microscopia de fuerza atômica, los resultados mostraron menor 
tamano y mayor rugosidad de superficie en las cepas resistentes (Soon et al., 2009) 
concordantes con el menor tamano de la cepa resistente frente a la sensible (fig. 
R.55). En resumen, podriamos decir que el fitness de la bacteria resistente es 
resultado de una compensaciôn entre la supervivencia bajo presiôn del antibiôtico y el 
excesivo gasto metabôlico requerido para el mantenimiento de la misma. Los 
resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una importante informaciôn acerca 
de los mecanismos de adaptaciôn por los que la bacteria adquiere resistencia a 
colistina, y que de poder ser extrapolados al âmbito clinico, sehalarian dianas cuya 
inhibiciôn causaria la destrucciôn de la reprogramaciôn metabôlica inherente a la 
resistencia a colistina como ARNt sintetasas, inhibidores del ciclo de los TCA o 
chaperonas. Inhibidores de dichos sistemas ya han sido descritos anteriormente en 
otras bacterias (Pohimann y Brotz-Oesterheit, 2004; Singh y Ghosh, 2006).
176
Resultados y discusiôn
4.4.4 MATERIAL SUPLEMENTARIO.
Tabla S.1. Proteinas identificadas en el extracto total de A. baumannii ATCC 19606.
Macha
priapica PM pl Funciôn
N *A ccmmo
NCB*
% PuiitiHKiÔn
1 64889 5.34
Dlhldrolipoamida S-acetiltransferasa E2 
componente del complejo piruvato 
deshidrogenasa.
gi126389218 18 130
2 95400 4.90 Aconitato hidratasa 2. G il 2664217 1 67 105
3 73796 4.90 Factor de elongaciôn EF-G Gi126640918 55 247
4 100644 5.01 Aconitato hidratasa. gi50086100 4 174
5 73653 5.40 Proteina hipotética MaeB. g il 26388262 9 155
6 64453 4.74 Chaperona Hsp 70. g il 26642981 44 301
7 78334 5.82 Subunidad a del complejo de oxidaciôn de âcidos grasos. gi49529577 4 67
8 52659 5.57 308 Proteina ribosomal SI gi126641617 29 109
9 50038 4.71 Chaperona Hsp60 g il 26642698 65 323
10 44460 5.21 Subunidad p, region de uniôn a membrana de ATP sintasa Fi. g il 26640256 69 311
11 55534 5.29 Subunidad a ATP sintasa g il 62286757 36 217
12
25504 5.97 Proteina hipotética A1S 2187 g il 26642232 40 83
51884 5.43 Acetil-CoA hidrolasa/transferasa putative g il 26643239 21 76
13 42487 5.64 Dihidrolipoamida deshidrogenasa g il 26388632 30 363
14 36928 4.90 Succinil-CoA sintetasa .subunidad p g il 26388633 25 304
15 33152 4.78 Factor de elongaciôn EF-Tu g il 26640368 36 112
16 25048 5.07 Succinil-CoA sintetasa, cadena a g il 26388634 31 227
17
30805 5.27 Factor de elongaciôn EF-Ts g il 26642362 32 88
35358 5.20 Malato deshidrogenasa g il 52032571 47 171
18 20716 4.70 Subunidad alfa de la flavoproteina transférante de electro nés g il 26388546 33 114
19 23108 5.20 Subunidad a de la flavoproteina de transferencia de electrones g il 26642663 43 123
20 42487 5.64 Dihidrolipoamida deshidrogenasa g il 26388632 8 31
21 19331 4.68 Pirofosfatasa inôrganica gi49529493 21 101
22 18316 4.96 Alquil hidroperôxido reductasa, subunidad C22 g il 26387137 18 107
23 24207 5.88 Superôxido dismutasa g il 26388267 17 136
24 92941 4.88 Aminopeptidasa N g il 26388021 26 337
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Macha
proteica PM pl Funciôn
N" Accwo 
NCBI
%
Homologla
y
Puntuaciôif:^
25 113472 5.00 Carbamoil-fosfato sintasa,subunidad grande. g il 26388602 43 1431
26 92706 5.17 Proteasa dependiente de ATP, Hsp 100. g il 26641234 30 189
27 70250 6.33 Proteina de degradaciôn de âcido fenilacético (paaN). g il 26641381 30 102
28 46410 4.46
Factor L de 
transcri pciôn/terminaciôn/antiterminaciô 
n
g il 26640415 24 126
29 60509 5.11 Prolil-ARNt sintetasa. g il 26388727 31 426
30 62480 5.27 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa g il 26388586 50 345
31 56080 5.34 Isocitrato liasa g il 26641058 38 167
32 64505 6.07 Subunidad flavoproteina de la succinato deshidrogenasa g il 26642744 47 221
33 46303 6.22 IMP deshidrogenasa g il 26643328 33 122
34 39843 4.61 Chaperona molecular para el factor de formaciôn de septo g il 26386432 26 269
35 29023 5.11 Glutamina sintetasa g il 26388273 27 298
36 49921 5.20 Proteina hipotética A1S_1295 gi126641341 39 143
37 40519 6.22 Serina hidroximetiltransferasa g il 26388232 24 236
38 45221 5.76 Fumarasa C gi126387915 18 151
39 46736 6.10 L-24-diaminobutirato: 2-cetoglutarato 4aminotransferasa g il 26642490 36 145
40 38545 4.96 Proteina de uniôn de GTP y GTPasa homologa a tubulina gil 26389222 54 456
41 43112 5.12 Enolasa g il 26387827 13 108
42 40880 5.10 Aspartato aminotransferasa A. g il 26642544 44 149
43
29637 5.40 Succinilornitina transaminasa. gi126643147 52 93
40671 5.32 Treonina sintasa, enzima piridoxal-5 dependiente de fosfato. gi50083540 39 90
44 33691 5.86 D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa g il 26389051 10 94
45 35540 4.47 Fosfoglicerato quinasa. gil 26387472 6 107
46
34695 5.01 Subunidad o ARN polimerasa. g il 26643071 58 170
36939 5.42 Proteina A de membrana extema. g il 29307154 31 79
47 28969 5.08 Isomeroreductasa de âcido acetohidroxi. g il 26640616 46 87
48 34182 5.46 Fructosa-1,6-bifosfatoaldolasa, clase II g il 26387473 26 310
49 32227 5.91 Proteina WeeE. g il 26640168 28 95
50 27475 4.84 Tioredoxina reductasa. g il 26386809 27 58
51
26227 5.27 Proteasa/amidasa intraCelular putativa. g il 26388679 33 81
32458 5.00 Malato deshidrogenasa. g il 26388924 29 53
52 36839 6.82 Proteina hipotética CsuE. gi379333551 30 83
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' PM7' pl Funciôn tPAccpso''
%
Homologla Puntuaclôn
53 25896 5.31 Dihidropicolinato sintasa. gi126389314 46 236
54 24510 5.39 Proteina hipotética A1S_2674 g il 26388592 13 116
55 19230 5.25 Dinelactona hidrolasa putativa. g il 26389321 24 46
56 29761 5.17 Tetrahidroxipiridina-2-carboxilato N- succiniltransferasa putativa. g il 26642574 69 178
57 9260 4.53 Proteina hipotética A1S 0323. g il 26386289 24 144
58 11581 9.52 Proteina ribosomal 50S L23. g il 26388977 20 117
59 18807 5.25 Proteina CsuA/B. gi37933546 33 87
61 18536 5.40 Precursor de la peptidil-prolil cis-trans isomerasa. gi50085061 57 102
62 22103 5.81
Proteinas bifuncionales: 4-hidroxi-2- 
oxoglutarato aldolasa, 2-ceto-4- 
hidroxiglutarato aldolasa.
gi49529757 15 44
66 84990 4.78 Fenilalanil-ARNt sintetasa, subunidad
P-
g il 26386555 36 585
67 71225 4.97 Polirribonucleôtido nucleotidil transferasa. g il 26640439 35 547
67 95400 4.99 Aconitato hidratasa. gi50085482 36 275
68 99184 5.58
Piruvato descarboxilasa E l 
componente del complejo piruvato 
deshidrogenasa.
g il 26643335 29 197
69 72049 4.89 Chaperona Hsp90, proteina de choque térmico. gi45529563 20 336
71
74956 5.20 Metionil ARNt sintetasa g il 26386720 39 335
74480 5.12 Catalasa g il 26386369 15 126
73 48108 4.93 Aspartil/glutamil-ARNt (Asn/GIn) amidotransferasa, subunidad B. g il 26388698 15 78
75 2903 5.11 Glutamina sintetasa. g il 26388273 10 32
76 52200 5.20 Fosfoglicerato mutasa III, independiente de cofactor. g il 26640323 19 110
77 51438 5.29 Malato deshidrogenasa gi126386125 39 429
78 61503 5.41 Acil-CoA deshidrogenasa gi126642910 23 139
79 57576 5.40 CTP sintasa. g il 26387829 13 246
81 55534 5.29 ATP sintasa FqFi subunidad alfa. g il 62286757 21 108
81 42075 5.08 Aldehido deshidrogenasa, dependiente de NAD. g il 26642488 30 96
82 51495 5.53 Fumarato hidratasa. g il 26640553 42 137
83 45831 5.54 Succiniiglutâmico semialdehido deshidrogenasa. g il 26389029 11 231
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Macha
proteica PM pl Funciôn
N* Acceso 
NCBI
%
Homologla Puntuaciôii^
84 42982 4.98 Aspartil/glutamil-ARNt (Asn/GIn) amidotransferasa subunidad A g il 26388697 17 222
85 44845 4.93 UDP-N-acetiIglucosamina 1- carboxiviniltransferasa (EPT). gi49529866 8 101
86 33152 4.78 Proteina factor elongador de cadena EF-Tu g il 26640368 29 85
87 41025 5.41 Isocitrato deshidrogenasa g il 26642511 32 109
87 43213 5.20
Proteina factor elongador de cadena 
EF-Tu, posible factor de uniôn a GTP 
(duplicado de tuf A).
gi50083572 32 87
88 37702 5.46 Cadena pequeha carbamoil-fosfato sintasa. gi126388601 19 88
89 31973 6.40 Metionina adenosiltransferasa. g il 26641564 58 155
91 44089 6.23 Cadena F NADH deshidrogenasa 1. g il 26640814 34 125
92 39786 5.81 Gamma-glutamil fosfato reductasa. g il 26386444 17 224
93 36537 4.77 Transaldolasa. g il 26387994 29 264
94 37580 5.04 Deshidratasa de âcido delta- aminolevulinico. g il 26386840 37 279
95 35542 5.14 3-fosfoserina aminotransferasa. g il 26388536 13 170
96 31246 5.17 Putativa UDP-glucosa 4-epimerasa. g il 26386062 28 218
97 35454 5.36
Subunidad de la cisteina sintetasa A y 
O-acetilserina sulfihidrolasa A, enzima 
dependiente de PLP.
gi49530795 10 136
98 30804 5.78 Succinil-CoA sintetasa cadena alfa. gi49531888 18 102
99 34566 5.67 Ribosa-fosfato pirofosfoquinasa g il 26640885 39 112
100 29146 5.11 UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa. g il 26386059 10 115
101
30590 6.31 Transferasa de aminoâcidos de cadena ramificada. g il 26388812 16 125
30426 6.39 Subunidad catalitica de la aspartato carbamoil transferasa. gi126387122 11 66
103 27176 4.98
Regulador de respuesta (activador) de 
sistema regulador de dos componentes 
(familia OmpR).
gi50083946 47 112
104 20631 4.83 Adenoilato quinasa. g il 26386957 60 173
105 22491 4.93 Putativa oxoacil-reductasa. g il 26386031 22 186
107 28151 5.01 Acetiiglutamato quinasa. g il 26386822 43 206
108 23384 5.48 Dihidrodipicolinao reductasa. g il 26389333 57 300
109 28797 5.61 Enoil-ACP reductasa dependiente de NAD. g il 26640605 36 138
111 22550 7.93 Sistema regulador de dos componentes. g il 26643237 34 94
113 25759 4.54 Cadena alfa de triptofano sintasa. g il 26642894 50 127
114 19327 4.78 Factor P de elongaciôn. g il 26642455 30 83
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Maehà'
proteica PM
pl Funciôn N* Accoso NCBI
%
Homologla Puntuaclôn
115 20586 4.79 Fosforribosilaminoimidazolsuccinocarbo xamida sintasa. g il 26643432 43 108
117 16382 4.94 Ribosa-5-fosfato isomerasa g il 26387844 21 55
118 24871 4.97 Ferredoxina-NADP+ reductasa. g il 26388218 45 309
121 26181 4.96 Fosforribosilformimino-5-aminoimidazol carboxamida isomerasa. g il 26643246 52 145
123 17204 5.01 Proteina supresora de DNAk. g il 26386225 64 234
125 18356 5.10 Anhidrasa carbônica putativa. g il 26386918 34 157
128 24207 5.88 Superôxido dismutasa [Fe] g il 26388267 4 53
130 17333 5.77 Subunidad proteolitica Clp dependiente de ATP (endopeptidasa Clp) g il 26386433 45 237
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Tabla S.2. Proteinas identificadas en la fracciôn de membrana de A. baumannii ATCC 19606.
Macha
prolefca PM pl Funciôn
N* Accaso 
NCBI
%
Homologla ‘ Puntuaclôn
1 92497 5.17 Proteina de membrana externa putativa. g il 26387898 10 169
5 67700 6.08 Proteina de membrana externa receptor de cobre putativa. g il 26386155 16 299
9 44460 5.21
Proteina de uniôn a membrana 
ATP sintasa, sector F I, 
subunidad p.
g il 26386140 64 827
11 36939 5.42 Proteina A de membrana extema. g il 29307154 28 92
13
44818 5.79 Proteina putativa (tipo DcaP) g il 26388668 16 202
51612 6.23 IMP deshidrogenasa gi38720 10 159
14 38545 4.96
Proteina de divisiôn celular, tipo 
tubulina de uniôn a GTP y 
GTPasa.
g il 26643338 23 88
15 33152 4.78 Factor de elongaciôn EF-Tu. g il 26386252 23 450
18 37622 6.15 Proteina de choque térmico Hsp40. g il 26389334 14 153
19 23108 5.20 Flavoproteina de transferencia de electrones subunidad p. g il 26388547 25 128
20
43033 5.29 Porina sensor de glucosa (tipo GprB) g il 26388757 54 780
33152 4.78 Factor de elongaciôn EF-Tu. g il 26386252 15 215
21 36939 5.42 Proteina A de membrana extema. g il 29307154 31 118
22 37342 5.13 Proteina A de membrana extema. g il 26642864 45 172
23 36939 5.42 Proteina A de membrana extema. g il 29307154 29 125
26 38096 7.02
D-Ala-D-Ala-caarboxipeptidasa; 
proteia 5 de uniôn a penicilina 
(precursor).
g il 26642471 17 78
27 38096 7.02
D-Ala-D-Ala-caarboxipeptidasa; 
proteia 5 de uniôn a penicilina 
(precursor).
g il 26388355 26 197
28 32095 4.77 Proteina de membrana externa de 34 kDa. gi82654966 12 83
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liacha
proteica PM pt Funciôn
l"''':N*:Acceso
NÔBI %Homoiogia Puntuaclôn
29 32095 4.77 Proteina de membrana externa de 34 kDa. gi82654966 20 354
30 32095 4.77 Proteina de membrana externa de 34 kDa. gi82654966 32 99
34 24757 4.50 Proteina de membrana externa putativa. gi72535025 32 412
35 24757 4.50 Proteina de membrana externa putativa. gi72535025 31 89
36 24010 5.32 Proteina de transporte putativa. g il 26387170 15 110
47 38397 5.32 Proteina A de membrana extema. gi40287452 10 79
50 36939 5.42 Proteina A de membrana extema. g il 29307154 32 97
52 22529 9.30 Proteina de membrana externa putativa. g il 26386818 52 536
56 16998 6.74 Xantina fosforibosiltransferasa. gil 26388934 16 140
62 15994 8.83 Hemolisina putativa. g il 26387251 52 230
62 9720 8.83 Lipoproteina de membrana externa. g il 26386828 67 198
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5. D ISCUSIÔN G ENERAL
5.1. La membrana plasmàtica como diana en la quimioterapia antiinfecciosa.
La membrana plasmàtica (MP) constituye una barrera para el acceso de la mayoria 
de antibiôticos a sus respectivas dianas excepto para aquellas moléculas que difunden 
libremente a través de ella. Dicho proceso esté rigurosamente controlado por sistemas 
transportadores y poros que imponen estrictos requerimientos estructurales para su 
internalizaciôn. Por ello, variaciones en los citados sistemas son responsables de un 
primer nivel de resistencias a los agentes antimicrobianos basados en dificultar su 
acceso a las respectivas dianas intracelulares (Hopkins et al., 2005).
Tal es el caso de la resistencia a imipenem en A. baumannii, causada por 
mutaciôn de la porina CarO (Siroy et al., 2006), la resistencia a linezolide de 
Staphylococcus (Sierra et al., 2009; Woodford y Livermore, 2009), o la mutaciôn en la 
aminofosfollpido translocasa responsable de la internalizaciôn de miltefosina en 
Leishmania (Perez-Victoria et al., 2003). Sin embargo, en quimioterapia, el numéro de 
antimicrobianos de naturaleza peptidica que utilizan la membrana como diana final es 
muy reducido. Entre ellos los casos mas representativos en clinica son; la gramicidina 
S y las polimixinas B y E (colistina) (Mogi y Kita, 2009). En estas ultimas, la 
permeabilizaciôn de membrana es un efecto secundario, producido a concentraciones 
muy superiores a la létal (Daugelavicius 2001). Mas recientemente se ha incorporado 
a este escaso arsenal la daptomicina, antibiôtico esencialmente activo frente a Gram- 
positivos (Pirri et al., 2009). En Leishmania, los ùnicos fârmacos comerciales activos 
en membrana son la anfotericina y polienos relacionadas, que aprovecha su uniôn 
preferente a ergosterol sobre el colesterol para la permeabilizaciôn preferente de la 
membrana del parasite (Croft et al., 2006).
Dicha escasez de ejemplos en quimioterapia contrasta con la amplia utilizaciôn de 
la membrana como diana en la naturaleza. Numerosas toxinas utilizan su uniôn 
preferente a determinados componentes de la misma, la neumolisina de Streptococcus 
pneumoniae y otras citolisinas de bacterias Gram-positivas dependientes de colesterol, 
que tras su uniôn al mismo, nuclean un poro transmembrana de g ran tamano 
provocando lisis celular (Heuck et al., 2010; Marriott et al., 2008). La esfingomielina es 
el ligando de interacciôn para las actinoporinas de las anémonas (Alvarez et al., 2009) 
o la lisenina de los anélidos (Shogomori y Kobayashi, 2008). En comparaciôn, la 
acciôn de los PAs es el resultado de una interacciôn estequiométrica de los mismos 
con los fosfollpidos de la membrana, cuya especificidad se basa esencialmente en la 
preferencia de uniôn determinada por la carga eléctrica de signe opuesto entre ambos.
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5.2. Péptidos ensayados en el présente estudio.
La obtenciôn de anàlogos de péptidos antibiôticos naturales por modificaciôn 
quimica de los mismos persigue diferentes fines: optimizaciôn de secuencias respecto 
a su actividad microbicida (Burton y Steel, 2009), definiciôn de relaciones estructura- 
actividad (Jelokhani-Niaraki et al., 2008), optimizaciôn de su indice terapéutico 
(Guerrero et al., 2004), e incremento de su estabilidad frente a la degradaciôn 
proteolitica (Meng y Kumar, 2007). La selecciôn de los péptidos empleados en el 
présente estudio ha pretendido demostrar la importancia de modificaciones, en 
apariencia nimias, sobre la modulaciôn de la actividad de cabezas de serie ya 
ensayados previamente y, en lo posible, la definiciôn de la relaciôn estructura- 
actividad.
Los grupos estudiados han sido anàlogos del PA hibrido CA(1-7)M(2-9) donde un 
diferente numéro (mono-, di- o pan-) de sus residues de lisina se encuentran 
trimetilados en su grupo E-NH2 . La actividad del péptido parental, previamente descrita 
en los très modelos objeto de estudio de este trabajo (Chicharro et al., 2001; 
Giacometti et al., 2004; Saugar et al., 2006), fue modulada significativamente por 
dichas sustituciones. El resultado final es un incremento importante del IT 
especialmente en el caso de los anàlogos mono- trimetilados.
Como PA de origen procariota se ha elegido GS, péptido utilizado esencialmente 
sobre infecciones cutâneas de Gram-positivos (Jelokhani-Niaraki et al., 2009) y 
ûnicamente restringido a ciertos Gram-negativos (Lee et al., 2004). Por su toxicidad, la 
administraciôn parental del mismo no ha sido empleada, y como tal, tampoco 
ensayada en leishmaniasis, incluso en sus manifestaciones cutâneas, sin embargo si 
lo ha sido sobre otros eucariotas inferiores como hongos y levaduras (Lee et al., 2004), 
asi como en el protozoo parâsito intracelular Plasmodium falciparum (Rautenbach et 
al., 2007). Algunas de las modificaciones realizadas en la regiôn del giro (3 II' del 
péptido reducen la actividad hemolitica del mismo, con ITs superiores al péptido 
parental en los très modelos estudiados. Finalmente, se évalué la actividad de un 
grupo reducido de péptidos hibridos cecropina A-melitina sobre aislados de comunidad 
de S. aureus, ensayados anteriormente en S. aureus (Bowdish et al., 2005; Giacometti 
et al., 2004) como patrôn de actuaciôn de péptidos exôgenos y fue comparada con el 
péptido humano catelicidina LL-37, como PAE endôgeno.
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5.3. Elecciôn de las dianas biolôgicas objeto del présente estudio.
Los très patôgenos escogidos comparten una importancia funcional en clinica; la 
grave y creciente incidencia de aislados resistentes y multirresistentes a sus 
farmacopeas respectivas, consecuentemente con la casi total extinciôn de la panoplia 
de antimicrobianos disponibles contra ellos. Simultâneamente representan très 
modelos diferentes de membrana diana para estos péptidos. A pesar de que el 
mecanismo létal de permeabilizaciôn de membrana plasmàtica sea muy similar entre 
PAs, existe una “firma propia” especifica para cada interacciôn péptido-patôgeno, 
determinada, ademâs de por las caracterlsticas propias de cada PA, por très factores 
principales del patôgeno; i) la presencia de barreras externas, ii) expresiôn de 
proteasas, iii) diferencias no sôlo en el contenido, sino en la composiciôn de 
fosfollpidos aniônicos constituyentes de su membrana plasmàtica.
i) Barreras externas a la membrana plasmàtica.
Quizâ la barrera mâs exigente y complicada para el acceso a la membrana 
plasmàtica de los PAs en los très modelos utilizados sea la membrana externa de las 
bacterias Gram negativas, en este caso representadas por A. baumannii. La casi 
exclusividad del LPS como componente no proteico de la hemicapa externa y su 
entrecruzamiento entre moléculas vecinas, détermina que bajo condiciones 
fisiolôgicas, el acceso al periplasma se realice para las moléculas hidrofilicas a través 
de las porinas. Las condiciones de interacciôn de PAs con LPS es debida en su etapa 
temprana a la interacciôn electrostâtica entre los mismos, con desplazamiento de los 
cationes divalentes implicados. El principal mecanismo de resistencia a PAs en las 
bacterias Gram-negativas supone modificaciones que cursan con pérdida del carâcter 
aniônico del LPS. Como tal, el ensayo sobre una cepa de A. baumannii resistente a 
colistina es un reto para los PAs por sus similitudes estructurales con la misma, 
refrendada por la literatura que describe resistencias cruzadas entre colistina y otros 
PAs. En Salmonella spp. (Gunn, 2008) y Escherichia coli (Warner y Levy, 2010) la 
resistencia a PXB es paralela a LL-37 y a la (3-defensina humana 1. En P. aeruginosa 
la exposiciôn a concentraciones subletales de indolicidina induce la expresiôn de 
genes implicados en la resistencia a PXB y a otros PAs (Gooderham et al., 2008). Los 
resultados de actividad obtenidos en este trabajo sobre A. baumannii muestran que la 
relaciôn de CM Is para CA(1-7)M(2-9) entre cepas susceptibles y resistentes a colistina 
es inferior a dos, mientras que para colistina es de 8 veces. Puesto que la trimetilaciôn 
de Usinas supone un cierto apantallamiento de su carga positiva del âtomo de
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nitrôgeno cuaternario causada por sus très grupos metilos, los péptido trimetilados 
presentarian una menor capacidad para desorganizar la membrana externa, al matizar 
mâs su interacciôn con LPS y, consecuentemente, serân mâs sensibles a las 
variaciones estructurales del LPS. Este hecho explicaria que las diferencias de 
efectividad para un péptido dado entre cepas susceptibles y resistentes a colistina 
sean ligeramente superiores para los anàlogos con Usinas trimetiladas que para el 
péptido parental.
Sin embargo, el resultado experimental es el global de la permeabilizaciôn tanto de 
la membrana externa como de la interna, donde no se establece la etapa limitante o 
discriminative. Aunque los péptidos trimetilados no han sido ensayado en sistemas 
bacterianos libres de barreras externas, como son los esferoplastos, su 
permeabilizaciôn por otros péptidos cecropina melitina es similar para aquellos 
obtenidos de aislados susceptible o resistente a colistina,(Saugar et al., 2006) que 
sugeriria que la interacciôn con el LPS podria ser la mayor responsable de dicha 
discriminaciôn. La diferencia de actividad respecto a las cepas susceptibles y 
resistentes a colistina es menos notable en las gramicidinas (tablas R10 y R15) que 
para los CA(1-7)M(2-9) y sus anàlogos trimetilados, primero porque en éstas su carga 
iônica debido exclusivamente a sus dos grupos Orn en un decapéptido, son inferiores 
cuantitativamente a la de los péptidos cecropina A-melitina, y quizâs, y mâs 
importante, por su rigidez estructural impuesta por su carâcter cfclico y mantenimiento 
de la hoja (3, que dificulta extraordinariamente la interacciôn ôptima con los grupos 
catiônicos del LPS, comparados con la mayor flexibilidad estructural y accesibilidad en 
la interacciôn de las Usinas de los péptidos cecropina A-melitina, incrementado por la 
existencia de un grupo metileno adicional en la cadena lateral de las Usinas. Como 
resumen, en ambos casos modificaciones muy localizadas y en apariencia que 
preservan las caracterlsticas estructurales de los péptidos, mâs en gramicidina S que 
en cecropina A-melitina, han logrado un incremento del IT y como tal, la posibilidad 
futura de un desarrollo clinico de los mismos. (Saugar et al., 2002; Saugar et al., 
2006),
El modelo Gram-positivo S. aureus, carente de membrana externa, posee como 
barrera previa a la membrana plasmàtica el peptidoglicano. En éstas, la resistencia a 
PAs posee idéntica base conceptual, la disminuciôn de la carga negativa de esta 
primera barrera, lograda en este caso mediante esterificaciôn de los grupos aniônicos 
de ALTs por D-Ala, mediada por el gen dit (Kraus et al., 2008). En este caso la cepa 
control de S. aureus es aproximadamente dos veces mâs susceptible a los PAs que 
los aislados de comunidad la CMI, sin embargo se desconoce el nivel de esterificaciôn 
de ALTs. Su responsabilidad en las citadas diferencias no es conocida, como tampoco
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lo es la expresiôn de dit. De intervenir, séria de forma muy parcial, ya que la 
susceptibilidad a les PAs en cepas donde se ha eliminado dicho gen son al menos un 
orden de magnitud superior (Peschel et al., 1999{Abi Khattar, 2009 #583).
En comparaciôn con las dos anteriores barreras, en Leishmanie, ûnicamente se 
interpone entre el medio externo y la membrana plasmâtica el glicocâlix, 
especialmente relevante en el promastigote por su densidad y su carâcter aniônico. El 
LPG de Leishmanie esta implicado en la resistencia a PAs tanto en el vector 
invertebrado, como en etapas iniciales de la infecciôn en macrôfagos (Bera et al., 
2003; Kulkarni et al., 2006), cepas déficientes en LPG son màs susceptibles a los 
hibridos cecropina A-melitina (Diaz-Achirica et al., 1996). Al ocupar ûnicamente un 
40% de la superficie del promastigote en Leishmanie donovani (Turco et al., 1987), es 
una barrera relativa, y que puede actuar de manera dual, ya que puede concentrer 
PAEs catiônicos cercanos a la membrana.
il) Degradaciôn proteolitica.
La abundancia en residues basicos en la mayoria de los péptidos los hace 
especialmente susceptibles a la degradaciôn por proteinasas tipo tripsina; sin 
embargo, las caracteristicas del mécanisme de acciôn de los PAEs determinan que la 
degradaciôn sea un factor mâs, no necesariamente decisive en la resistencia a los 
péptidos. Bajo un contexte fisiolôgico, las concentraciones locales de los péptidos 
alcanzan niveles micromolares, y en muchos cases la degradaciôn de los PAEs 
compite con la de otras proteinas. Los cases extremes serian la realizada en el suero 
con una concentraciôn muy elevada de proteinas y en el otro, los ambientes altamente 
proteoliticos donde se desenvuelve el ciclo de Leishmanie, el tube digestive del 
flebotomo o el ambiente del fagosoma del macrôfago infectado por ésta, a pesar de la 
restricciôn de fusiôn del lisosoma con el mismo ejercida por Leishmanie, asi como la 
restricciôn de acceso de PAEs externes al habitat del parasite.
En ciertas bacterias Gram-negativas como E. coli. Yersinia pestis y S. enterica la 
expresiôn de omptinas, familia de proteasas de membrana externa, protege 
parcialmente trente a la acciôn de PAEs, con una especificidad de code 
preferentemente entre residues basicos (Hwang et al., 2007). Sin embargo, no se ha 
detectado miembros de esta familia en el genoma de A. baumanni.
Por el contrario, une de los mécanismes principales por los que los Gram-positivos 
adquieren resistencia a PAs consiste en la expresiôn de dite rentes tipos de proteasas 
(Ouhara et al., 2008), Staphylococcus epidermidis expresa la metaloproteasa SepA 
que dégrada la dermicidina (Lai et al., 2007) Bacillus spp. degradan LL-37 también
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mediante expresiôn de metaloproteasas (Thwaite et al., 2006) y S. aureus expresa las 
proteasas aureolisina y v8 implicadas en la inactivaciôn de LL-37, cuya expresiôn es 
mayor en cepas SARM (Sieprawska-Lupa et al., 2004). La pérdida de actividad 
observada para los aislados de comunidad de S. aureus probablemente sea debido a 
la suma de un doble efecto, expresiôn de estas proteasas mâs la modificaciôn de los 
ALTs descrita anteriormente. En el caso de los hibridos cecropina A-melitina la pérdida 
de actividad es mener debido a que las secuencias de code para estas enzimas no 
estân présentes, Arg-Leu, Leu-Val y Glu para aureolisina y v8, respectivamente. En lo 
referente al modelo eucariota, la proteasa mayoritaria de Leishmanie es la 
glicoprotefna Gp63 o leishmanolisina, se trata de una endoproteasa que escinde 
preferentemente entre un residue hidrofôbico y une bâsico (Bouvier et al., 1990) y se 
ha asociado con la resistencia a PAs en Leishmanie. La trimetilaciôn de lisinas de 
CA(1-7)M(2-9) implica una mayor estabilidad a proteasas que supone aumento del 
tiempo de vida media en presencia de fluides biolôgicos, y mener sensibilidad a la 
acciôn de proteasas del patôgeno mejorando las propiedades quimioterapéuticas del 
péptido.
il!) Interacciôn con la membrana interna.
Tras superar las barreras externas a la membrana externa, y a la acciôn de las 
proteasas, los PAs interaccionarén con la membrana plasmâtica del patôgeno. Dicha 
interacciôn estarâ condicionada tanto por la composiciôn de fosfollpidos de la misma 
como por las caracteristicas propias de cada péptido. Todos los péptidos estudiados 
en la présente tesis ejercen su acciôn létal mediante permeabilizaciôn de la membrana 
plasmâtica, sin embargo existen ciertas diferencias segûn el péptido y el patôgeno del 
que se trate. En gran medida la interacciôn va a depender de: i) El tipo y al forma del 
fosfolipido, la inserciôn de PAs en membranes con fosfollpidos aniônicos con cabezas 
polares de gran tamaho como PS, inducen curvature positiva de la misma, 
favoreciendo la formaciôn de poros toroidales, mientras que cabezas polares de mener 
tamaho, como PG, promueven curvature negative, que requiere de una estequiometria 
de péptido mayor para la formaciôn del poro (Matsuzaki, 2009). ii) Tamaho y grade de 
instauraciôn del âcido graso, factor que ademâs de afectar a la fluidez de membrana, 
influye en la capacidad de inserciôn del PA. Como norme general, a mayor tamaho de 
la cadena, la perturbaciôn por el péptido serâ mener y por el contrario, membranes con 
alto porcentaje de âcidos g rases insaturados, por tanto con mayor fluidez, son mâs 
permeables a PAs (Matsuzaki, 2009). iii) Presencia de esteroles, éstos causan rigidez 
de membrana, dificultando la inserciôn del PA. Los procariotas carecen de esteroles
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en su membrana plasmâtica, lo que explicaria la mayor permeabilizaciôn por PAs 
respecte a eucariotas superiores, y en el caso de Leishmania la presencia de 
ergosterol es menos protective que la de colesterol (Rivas et al., 2009).
Se ha descrito que la interacciôn de PAEs con la membrana promueve la 
formaciôn de dominios, con segregaciôn de fosfollpidos aniônicos y zwirtteriônicos, 
facilitando la inserciôn del péptido y formaciôn del poro (Epand et al., 2008). Los 
principales fosfollpidos que componen la membrana de las Gram-positivas son PG y 
CL, mientras que las Gram-negativas contienen ademâs de estes un alto porcentaje 
de PE (véase tabla I. 1), la formaciôn de dichos dominios se ve por tanto favorecida en 
estas ultimas (Epand y Epand, 2009), pudiendo explicar la mayor susceptibilidad de A. 
baumannii respecte a S. aureus a los hibridos cecropina A-melitina.
Los resultados obtenidos para el modelo Gram positive para las cepas aisladas de 
comunidad podrian deberse a que el conjunto de cepas SARM y cepas VISA 
ensayadas, han tenido que sobrevivir previamente tanto a los péptidos antibiôticos de 
la piel, como a los denominados péptidos modulina solubles (PMS), producidos por las 
propias bacterias, con una gran semejanza con los PAs (Li et al., 2009), y cuyos 
niveles de expresiôn son muy superiores en cepas comunitarias trente a hospitalarias 
(Wang et al., 2007). Tal y como era esperado la exposiciôn previa a PAs del 
hospedador y a los PMS implicô mener susceptibilidad de las cepas aisladas de 
comunidad trente a nuestros péptidos, siendo esta especialmente significativa en el 
caso de LL-37. Resultados que corresponden con dates previos aportados por la 
literatura, donde la exposiciôn previa a hpD-3 disminuye la susceptibilidad a otros PAs, 
por inducir la expresiôn de los genes dItB, vraF y mprF, responsables de los très 
mécanismes principales por los que las bacterias Gram-positivas adquieren resistencia 
a PAs (Li et al., 2007b), siendo de especial importancia mprF al cambiar la carga de 
los fosfollpidos. En cualquier caso los péptidos cecropina A-melitina son 
consistentemente menos actives en S. aureus, independientemente de su origen 
cllnico. Es importante resehar que las gramicidinas, a pesar de su mener carga 
positiva son mâs activas que los péptidos hibridos cecropina A-melitina.
La composiciôn de fosfollpidos en Leishmania es mucho mâs compleja que la de 
los procariotas Gram-positivos (tabla 1.1). Los resultados de actividad obtenidos han 
demostrado que los péptidos hibridos cecropina A-melitina permeabilizan su 
membrana plasmâtica de forma dependiente de la concentraciôn, mécanisme 
inmediato tras la adiciôn del péptido, lo que supone la formaciôn de poros de 
estequiometria definida, como sucede con la mayoria de PAs a-helicoidales (Chan et 
al., 2006). Sin embargo, en el caso de los péptidos ciclicos Gramicidina S y anâlogos, 
se observa una permeabilizaciôn de membrana mâs lenta y que no alcanza el 100% a
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las concentraciones létales. La muerte del patôgeno en este caso podria explicarse 
por perturbaciones menores de la membrana, suficientes para despolarizarlo y 
posteriormente desencadenar un proceso lltico, ya descrito para GS en diferentes 
tipos de membranes modelo (Ashrafuzzaman et al., 2008). Los ensayos de 
microscopia electrônica realizados con estas dos families de péptidos han mostrado 
un comportamiento similar para ambos en Leishmania, con apariciôn de dos 
poblaciones tras 4h de incubaciôn, una con morfologia inalterada junto con otra mâs 
dahada, lo que demuestra un efecto “todo o nada” de los mismos, observado 
anteriormente para otros péptidos en Leishmania (Guerrero et al., 2004) y en 
membranes artificiales. Los procesos de endo- y exocitosis en Leishmania se 
encuentran restringidos a la regiôn del bolsillo flagelar, un ica ârea desprovista de 
microtùbulos (Morgan et al., 2002), dificultando los mecanismos de reparaciôn de 
membrana. A pesar de la ausencia de proteinasas de membrana y un glicocâlix tan 
desarrollado como el promastigote, el amastigote es menos susceptible a la acciôn de 
los péptidos, que apunta hacia una diferente composiciôn de fosfollpidos de la 
membrana plasmâtica, hasta ahora desconocida.
A lo largo de este trabajo se ha expuesto la necesidad del desarrollo de nuevos 
antimicrobianos para el tratamiento de las infecciones producidas por très tipos de 
patôgenos diferentes, que poseen como caracterlstica comûn una râpida adquisiciôn 
de resistencia trente a los fârmacos actualmente empleados para su tratamiento. 
Como alternative se ha propuesto la utilizaciôn de PAs actives en membrana, a pesar 
de que la inducciôn de resistencias trente a los mismos es posible (Adams et al., 2009; 
Orlova et al., 2007) existen multiples argumentes que apoyan que es un proceso de 
dificil consecuciôn para el patôgeno; i) Los PAs en general son microbicidas y no 
microbiostâticos, es decir su CMI es generalmente idéntica a la GMB (EC y LD en el 
caso de Leishmania), y ejercen su acciôn su acciôn létal en minutes, ii) Existen PAs, 
como la nisina, que han side utilizados desde décadas como conservantes 
alimentarios sin inducciôn de resistencias (Galvez et al., 2007). iii). A pesar de que el 
mécanisme létal de permeabilizaciôn de membrana plasmâtica sea muy similar entre 
PAs, existe una “firma propia” especifica para cada interacciôn péptido-patôgeno 
(Yang et al., 2007). Dicha especificidad juega en contra de las resistencias cruzadas, 
tal y como se ha demostrado en el caso de la cepa de A. baumannii resistente a 
colistina y los péptidos hibridos cecropina A-melitina. Asi mismo, los otros dos 
modelos de patôgenos estudiados en este trabajo se han tenido que enfrentar 
previamente a la exposiciôn de PAs, tanto del propio hospedador como del tubo 
digestive del flebotomo en el caso de Leishmania (Boulanger et al., 2004; Tan et al., 
2006), asi como S. aureus a los del hospedador y a los péptidos endôgenos PMS (Li
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et al., 2009). Los PAs estudiados en la présente tesis han preservado su actividad 
trente a todos ellos, sin embargo se ha observado una menor susceptibilidad cuando 
se han comparado con cepas que no han estado en contacte previo con PAs. Una 
forma de evitar la apariciôn de resistencias en el posible use de los mismos en clinica, 
séria su utilizaciôn en combinaciôn con otros antibiôticos clâsicos, por ejemplo dates 
previos de la literatura han demostrado sinergia de CA(1-7)M(2-9) con imipenem y 
amoxicilina-clavulânico en S. aureus (Giacometti et al., 2004). iv) La apariciôn de PAEs 
en la evoluciôn, es muy anterior a la inmunidad antigeno especifica. Su presencia en 
seres pluricelulares, asi como su eficacia se ha mantenido en la evoluciôn, asi la 
expresiôn déficiente de determinados PAEs se asocia con una mayor susceptibilidad a 
las infecciones (Rieg et al., 2005) y viceversa, existe mayor protecciôn trente a estas 
por sobre-expresiôn de PAEs (Cheung et al., 2008). v) Finalmente, en vertebrados es 
poco frecuente que un ûnico péptido actùe en solitario, en general, en una misma 
localizaciôn coexisten varies péptidos con actividad y caracteristicas parecidas, pero 
no iguales. El resultado final es un efecto sinérgico (Nishida et al., 2007), con 
reducciôn de la probabilidad de desarrollo de aislados résistantes a un PAE exclusive, 
lo que avala la posibilidad de combinaciôn de PAEs como estrategia 
quimioterapéutica.
5.4. Las técnicas ômicas en la büsqueda de nuevas dianas quimioterapéuticas y 
en la soluciôn de resistencias.
El gran desarrollo técnico en nanotecnologia y bioinformatica ha determinado una 
edad de oro en las técnicas analiticas a gran escala en el anâlisis de procesos o 
sucesos biolôgicos. Después de su desarrollo, en gran manera independiente unas de 
otras, actualmente coalescen en la denominada biologia de sistemas que aborda de 
una manera global el tema.
En el présente trabajo se ha empleado la proteômica como técnica de elucidaciôn 
de los mecanismos alternativos desarrollados por A. baumannii para sobrevivir a la 
acciôn létal de colistina. Los datos obtenidos apuntan hacia terapias de combinaciôn o 
alternativas que impidan al patôgeno sobrevivir una vez que ha desarrollado 
resistencia. La elecciôn de colistina, que indudablemente élimina el patôgeno mediante 
un fenômeno multifactorial, demuestra la utilidad de la técnica, en este caso utilizada 
como prueba de principio, al aplicar una aproximaciôn minimalista de laboratorio y no 
real, como séria la aplicaciôn a cepas clînicas, donde previamente han desarrollado 
mecanismos de resistencia para otros antibiôtico, y que posiblemente han desarrollado 
modificaciôn metabôlicas, algunas de las cuales pueden sinergizar o antagonizar con
195
Discusiôn general
las desarrolladas para la colistina. Sin embargo su utilidad disminuye cuando los 
sistemas de resistencia juegan con los mecanismos de acumulaciôn y de entrada, por 
ejemplo como ocurre en Leishmania con la resistencia a miltefosina (Ouellette et al., 
2004) Otro problema existente en Leishmania es el fuerte control postranscripcional, 
com parada con el comportamiento de ARNm bacteriano; lo que détermina que los 
microarrays de ADN no tengan la misma utilidad en Leishmania como en otros 
sistemas. Finalmente, la metabolômica, que analiza los productos finales, sin necesitar 
conocimiento previo de los niveles de expresiôn de las proteinas, puede suponer la 
técnica del future cercano.
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6 . CO NCLUSIO NES
1. La E-NH2 trimetilaciôn de lisina en CA(1-7)M(2-9) permite la modulaciôn de la 
actividad y selectividad biolôgica del péptido, mediante dos factores principales, su 
topologfa dentro de la secuencia y el numéro de residues sustituidos.
2. Dicha variaciôn incrementa el Indice terapéutico del péptido parental, 
esencialmente por disminuciôn de la citotoxicidad. La variaciôn estructural causada al 
péptido y su menor susceptibilidad a proteasas son los factores subyacentes 
principales que antagonizan dos de los mayores obstâculos en la utilizaciôn de los 
PAEs como fârmacos; citotoxicidad e inestabilidad.
3. La sustituciôn en la gramicidina S de los dos residues de fenilalanina del giro p por 
sus diferentes anâlogos ha demostrado una potencialidad en la modulaciôn de la 
actividad del péptido inesperada, considerando su fuerte restricciôn conformacional. 
Dicha sustituciôn ha logrado en el mejor de los cases incremento del indice terapéutico 
de hasta 5 veces, y en todos los cases, el péptido résultante mantiene constantes dos 
de sus caracteristicas esenciales para su actividad microbicida, su carga positiva y 
existencia de hoja p.
5. La base molecular de dicha mejora para el anâlogo Tic, que posee el mejor indice 
terapéutico ha evidenciado la importancia de las interacciones entre residues 
contiguos de GS, anadiendo una potencialidad de modulaciôn antes supeditada a la 
formaciôn de enlaces de hidrôgenos entre los residues de las hebras p antiparalelas.
6. La resistencia a PAEs naturales, como el LL-37, demostrada por aislados de S. 
aureus de comunidad es superada por los péptidos hibridos cecropina A-melitina, 
independientemente de la expresiôn o no de la toxin a LPV. Dicho resultado 
fundamenta la posible utilizaciôn de los mismos trente a dichos aislados, 
caracterizados por su alta virulencia y adaptaciôn de su membrana a agentes 
membrano-activos intrinsecos, con alta similitud a PAEs.
7. La resistencia a colistina en A. baumannii cursa con pérdida de fitness en 
ausencia de presiôn de antibiôtico, lo que explicaria la baja diseminaciôn de dichas 
resistencias en comparaciôn con la râpida extensiôn de resistencias a otros 
antibiôticos.
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8. Los resultados obtenidos mediante 2D-DIGE proporcionan una importante 
informaciôn a ce rca de los mecanismos de adaptaciôn por los que la bacteria adquiere 
resistencia a colistina, y que de poder ser extrapolados al émbito cllnico, sehalarian 
dianas cuya inhibiciôn causaria la destrucciôn de la reprogramaciôn metabôlica 
inherente a la resistencia a colistina.
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